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PARTIE I : GÉNÉRALITÉS 
I. LE CANCER 
A. Définition 
L’organisme humain est constitué d’environ 100 000 milliards de cellules. Tout au long de la 
vie, ces cellules se développent, assurent une fonction bien particulière, puis meurent de façon 
programmée. Il existe un équilibre entre la production de nouvelles cellules et la destruction de 
celles qui ne sont plus nécessaires : c’est l’homéostasie (« l’équilibre dynamique qui nous 
maintient en vie » selon Walter Bradford Cannon). Deux processus sont impliqués dans cet 
équilibre :  
§ le cycle cellulaire qui permet la division cellulaire. 
§ l’apoptose qui correspond à la mort cellulaire programmée (voir Partie III). 
Le cycle cellulaire est un mécanisme complexe, qui se déroule en plusieurs étapes. Un système 
de surveillance permet de vérifier le bon déroulement de chaque étape. En cas d’erreur, il existe 
trois possibilités : 
§ la cellule peut mettre en place un système de réparation de l’anomalie et poursuivre son 
cycle normalement. 
§ si l’anomalie détectée est trop importante, et impossible à réparer, la cellule peut mourir 
par apoptose. 
§ dans de rares cas (en comparaison au nombre de divisions cellulaires réalisées au court 
de la vie) l’anomalie n’est pas détectée et si elle est compatible avec sa survie, la cellule 
poursuit son cycle avec la possibilité d’acquérir d’autres défauts. C’est cette 
accumulation qui sera à l’origine du cancer. 
Ces anomalies sont des altérations génétiques : mutations, délétions ou insertions. Elles sont 
générées au cours de la phase de synthèse du cycle cellulaire, c’est-à-dire au cours de la 
duplication de l’ADN. Ainsi, en cas de non détection, et une fois le cycle cellulaire terminé, une 
des cellules filles aura un ADN intact alors que l’autre portera une modification génétique. On 
parle de division asymétrique. On estime qu’il faut au moins deux anomalies pour que la cellule 
devienne cancéreuse [1]. 
20 
 
Figure 1 : Processus d’accumulation des altérations génatiques donnant naissance à un cancer  
Issue de : “The clonal evolution of tumor cell populations” (Nowell, P.C -1976). 
De façon générale, une cellule cancéreuse est douée à la fois d’un pouvoir de prolifération 
augmenté, et d’une réponse apoptotique insuffisante. Elle ne répond plus aux signaux de 
régulation envoyés par l’organisme, et se multiplie de façon anarchique jusqu’à former des 
tumeurs, néfastes pour le bon fonctionnement des organes. Lorsque le cancer concerne les 
cellules du sang (leucémie par exemple), il n’y a bien sûr pas de tumeur cohésive, mais des 
cellules cancéreuses diffuses, qui prennent la place des cellules saines compétentes. 
Le terme « cancer », crabe en latin, aurait été attribué par Hippocrate car « le cancer à des 
veines étendues de tous côtés, de même que le crabe a des pieds ». 
B. Epidémiologie 
En 2011 et en France, selon l’INCa, 365 500 nouveaux cas de cancers ont été détectés, avec 
une répartition plus importante chez les hommes qui développent plus fréquemment des 
cancers de la prostate, du poumon et du côlon-rectum. Les femmes développent 
majoritairement des cancers du sein, du côlon-rectum et du poumon [2]. 
En 2011, 147 500 cas de décès par cancer ont été relevés. Cette pathologie a constitué la 
première cause de mortalité chez l’homme pour la période 2004-2008, la seconde cause chez la 
femme. 
Cependant, alors que l’incidence augmente chaque année, le taux de mortalité global diminue. 
Les nombreuses études menées ont permis une meilleure compréhension de la cellule 
cancéreuse, avec pour conséquence la mise au point de thérapies plus performantes. 
Le risque de développer un cancer augmente avec l’âge et les progrès médicaux ont permis un 
allongement de la durée de vie. Il est presque certain que l’incidence des cancers continuera à 
croître durant les prochaines décennies, justifiant encore davantage l’importance des 
recherches en cours sur l’amélioration des traitements. 
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C. Génétique et cancer 
Les anomalies génétiques, accumulées au cours de la réplication de l’ADN, concernent trois 
types de gènes : les oncogènes, les gènes suppresseurs de tumeur, les gènes codant pour des 
protéines impliquées dans la réparation de l’ADN. 
1. Oncogènes 
Les proto-oncogènes sont des gènes dont la régulation positive favorise le processus 
oncogénique. Les mutations peuvent être de type qualitatif (activation constitutive) ou 
quantitatif (augmentation de l’expression) et transforment ces proto-oncogènes en oncogènes, 
échappant aux signaux de régulation cellulaire. Ils peuvent être impliqués dans la transduction 
des signaux de prolifération, le contrôle du cycle cellulaire, la régulation négative de l’apoptose, 
la dissémination métastatique et la néo-angiogenèse [3]. 
L’activation d’oncogènes peut être induite par une translocation, une amplification du gène ou 
par la mutation d’un résidu intra-génique conduisant à une activation permanente. 
Les oncogènes sont des gènes « dominant » : la mutation d’un seul des deux allèles du gène 
suffit pour permettre le phénotype cancéreux. 
La première démonstration de l’origine génétique du cancer est apparue suite à des études 
menées sur des cellules de lymphome de Burkitt, caractérisée par l’activation de l’oncogène 
MYC [4]. Aujourd’hui parmi les oncogènes, MYC, RAS et HER sont les plus fréquemment 
mutés. 
2. Gènes suppresseurs de tumeurs 
Les gènes suppresseurs de tumeur sont des gènes dont l’expression est défavorable à la 
prolifération et à la survie cellulaire. Les mutations concernant cette catégorie de gènes peuvent 
être des délétions, des insertions ou des mutations intra-géniques visant à la perte d’activité du 
produit de ces gènes [5]. 
Les gènes suppresseurs de tumeur peuvent être impliqués dans la régulation négative de la 
transduction des signaux de prolifération, de l’avancée des cellules dans le cycle,  dans la 
régulation positive de l’apoptose, dans la réparation de l’ADN. 
Contrairement  aux oncogènes, les gènes suppresseurs de tumeur sont des gènes récessifs. Il 
est nécessaire que les deux allèles du gène soient modifiés pour que l’effet soit relayé au niveau 
protéique. Il existe cependant de rares cas, où la mutation d’un seul des deux allèles est 
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suffisante. Il s’agit du phénomène de dominance négative où la protéine tronquée inhibe la 
fonction de la protéine normale. 
Le premier gène suppresseur de tumeur à avoir été identifié est le gène RB1. Parmi les gènes 
suppresseurs de tumeur les plus fréquemment inactivés, on retrouve TP53 (environ 50% des 
cancers), BRCA1, BRCA2, APC, PTEN et RB1. 
3. Gènes de réparation de l’ADN 
Cette troisième catégorie de gènes, également appelés gènes de stabilité ou « caretaker », 
comprend les gènes codant pour des protéines impliquées dans différents processus de 
réparation de l’ADN : 
§ Réparation des mésappariements ou mismatch repair (MMR) 
§ La Réparation par excision de nucléotides ou nucleotide excision repair (NER) 
§ La Réparation par excision de base ou base excision repair (BER) 
Leur invalidité favorise l’instabilité génétique, caractéristique des cellules cancéreuses et propice 
à l’acquisition de nouvelles mutations, apportant d’autres avantages à la cellule.  
4. Hérédité et cancer 
La grande majorité des anomalies génétiques à l’origine du cancer ont lieu dans des cellules 
somatiques. Des mutations des cellules germinales, responsables de prédispositions héréditaires 
au cancer, ont également été identifiées. La présence de ces mutations ne conduit pas 
directement au développement du cancer, mais augmente considérablement les risques. 
Ces mutations, transmises à la descendance touchent autant les oncogènes que les gènes 
suppresseurs de tumeur. Le premier gène à avoir été associé à des cancers héréditaires est le 
gène RB1. Concernant les oncogènes, des mutations de KIT ou MET ont été respectivement 
identifiées dans des cas héréditaires de GIST (Gastro-Intestinal Stromal Tumor) et de cancer 
rénaux papillaires. Pour les gènes suppresseurs de tumeur, ce sont les défauts du gène APC, 
associés au développement de cancer du côlon qui sont les plus retrouvés. 
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II. THÉRAPIES ANTI-CANCÉREUSES CLASSIQUES 
A. Radiothérapie 
Les premières découvertes concernant la radiothérapie datent de la fin du 19ème siècle avec la 
découverte des rayons X en 1875, puis celle du radium, trois années plus tard, par Marie Curie. 
Il aura fallu encore 50 ans pour disposer de méthodes d’irradiation sélectives grâce aux 
rayonnements de haute énergie. 
La radiothérapie a pour but de bloquer la prolifération de la cellule cancéreuse en provocant 
des cassures de l’ADN. Elle est utilisée pour le traitement de 2/3 des cancers solides. Elle peut 
être : 
§ Préopératoire : précède une exérèse chirurgicale, dans le but de la rendre possible, de la 
faciliter ou de la limiter. 
§ Postopératoire : fait suite à une résection de la tumeur primitive et/ou des adénopathies 
satellites, dans le but d’éradiquer les îlots tumoraux macroscopiques ou microscopiques 
laissés en place. 
§ Conservatrice lorsqu’elle remplace une thérapeutique mutilante. 
Il existe trois catégories de radiothérapie : 
§ La radiothérapie externe : rayon émis par un faisceau traversant la peau. 
§ La curiethérapie : source ionisante implantée au niveau de la tumeur. 
§ La radiothérapie métabolique : injection d’un composé radioactif qui se fixe 
préférentiellement sur les cellules cancéreuses. 
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B. Chimiothérapie classique 
La chimiothérapie classique, en opposition à la chimiothérapie dite « ciblée » (développée partie 
IV) a pour but de bloquer la prolifération incontrôlée des cellules cancéreuses. Sans réelle 
spécificité, les molécules utilisées agissent contre toutes les cellules à renouvellement rapide. De 
façon générale, elles bloquent la réplication de l’ADN. Elles induisent une mort cellulaire 
programmée et sont qualifiées d’agents cytotoxiques, regroupés en quatre catégories : 
§ Les agents formant des liaisons covalentes avec l’ADN : agents alkylants, nitroso-urés 
et dérivés du patine. 
§ Les anti-métabolites qui inhibent la synthèse des composants de l’ADN ou les 
remplacent : analogues puriques, pyrimidiques ou foliques. 
§ Les poisons du fuseau mitotique : les vinca-alcaloïdes et les taxanes qui bloquent l’étape 
de division cellulaire. 
§ Les inhibiteurs des topo-isomérases qui ralentissent puis bloquent la synthèse d’ADN 
et l’expression des gènes. 
Ces chimiothérapies dites « classiques » sont encore beaucoup utilisées, notamment pour le 
traitement des leucémies. Leur manque de spécificité est associé à des nombreux effets 
secondaires, et parfois à une grande toxicité, notamment chez les patients âgés. 
III. CARACTÉRISTIQUES DE LA CELLULE CANCÉREUSE 
Les nombreuses études menées depuis 35 ans, sur les mécanismes de tumorigénèse, ont permis 
de mettre en évidence que le cancer résultait de l’accumulation de modifications génétiques, 
apportant chacune à leur tour, un avantage à la cellule. 
Actuellement, on dénombre plus de 100 types de cancers différents. Cependant, certaines 
caractéristiques semblent être partagées par la majorité des cellules cancéreuses. En 2000, 
Hanahan et Weinberg ont fait le point sur ces traits communs et ont proposé un schéma de six 
caractéristiques essentielles [6]. Je me suis basée sur cette publication pour décrire les cellules 
cancéreuses. 
L’acquisition des différentes caractéristiques décrites ci-dessous est rendue possible par 
l’instabilité génétique des cellules cancéreuses. Il semble exister un équilibre entre la capacité à 
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acquérir des anomalies profitables à la cellule, et la mise en place d’un système de maintien de 
l’intégrité génétique évitant l’apparition de lésions trop importantes qui entraineraient 
l’apoptose. 
 
Figure 2 : Les 6 caractéristiques acquises par les cellules cancéreuses 
D’après : “The hallmarks of cancer” (Hanahan and Weinberg - 2000). 
A. Auto-suffisance en facteurs de croissance 
La survie et la multiplication d’une cellule normale est sous la dépendance de signaux 
extracellulaires qui peuvent être des molécules solubles, des composants de la matrice 
extracellulaire ou des molécules présentes à la surface des cellules adjacentes. Ces signaux sont 
captés par des récepteurs membranaires (voir partie II). La fixation de ces signaux/ligands 
entraine l’activation du récepteur, puis d’au moins une voie de signalisation. Le message délivré 
permet à la cellule de survivre et/ou de se multiplier. 
Les cellules cancéreuses peuvent acquérir une autonomie vis-à-vis des facteurs de croissance de 
différentes façons : 
§ elles acquièrent la capacité de synthétiser elles-mêmes des facteurs de croissance 
auxquels elles dépendent, et de les libérer dans le milieu extracellulaire. Il s’agit du 
phénomène d’autocrinie.  
§ des récepteurs membranaires aux facteurs de croissance peuvent être surexprimés, ou 
activés de façon constitutive, indépendamment de la fixation du ligand. 
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§ des protéines de signalisation peuvent également être activées constitutivement dans le 
cytoplasme, indépendamment du ligand et du récepteur. 
Les voies de signalisation activées en réponse aux facteurs de croissance seront abordées Partie 
II. 
B. Perte du contrôle du cycle cellulaire 
En opposition aux signaux pro-prolifératifs, il existe aussi des signaux exogènes qui bloquent la 
progression dans le cycle cellulaire. A l’état normal, ces signaux permettent de maintenir 
l’homéostasie tissulaire. Les cellules peuvent être bloquées en phase G0, à l’état de quiescence, 
pour reprendre leur cycle quand les conditions extracellulaires seront favorables. 
La voie Rb est très impliquée dans la transduction des signaux de non-prolifération. A l’état 
hypo-phosphorylée, Rb séquestre le facteur de transcription E2F, essentiel à la transition G1/S 
du cycle cellulaire [7, 8]. Le TGFβ est un régulateur important de la voie Rb. La fixation sur 
son récepteur entraine une hypo-phosphorylation de Rb et un arrêt du cycle cellulaire. Cette 
voie peut être modifiée dans les cancers à différents niveaux : mutations de Rb favorisant sa 
phosphorylation, perte d’expression du récepteur au TGFβ [9].  
Dans un tissu sain, la multiplication cellulaire est soumise à l’inhibition de contact avec les 
autres cellules. Les cadhérines, qui jouent un rôle important dans cette régulation, peuvent 
également être dérégulées, permettant à la cellule cancéreuse de poursuivre ces divisions. 
C. Echappement à l’apoptose 
L’apoptose ou mort cellulaire programmée (partie III), participe à l’homéostasie cellulaire. Il est 
clairement établi que les cellules cancéreuses acquièrent, au cours de leur transformation, des 
capacités à résister à l’apoptose.  
L’une des premières évidences de cette caractéristique vient de l’étude de BCL-2, et de sa 
surexpression dans les lymphomes folliculaires. Depuis, la surexpression de protéines anti-
apoptotiques ou au contraire la sous-expression de protéines pro-apoptotiques ont été 
observées dans la majorité des types cancéreux. Les dérégulations de l’apoptose associées aux 
cancers sont abordées dans les parties suivantes.  
En 2000, Hanahan et Weinberg envisageaient la mise au point de molécules capables de 
vaincre cette résistance à l’apoptose, en modulant l’expression des protéines impliquées dans ce 
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processus. Leur hypothèse a été confirmée puisque de nombreuses molécules anti-cancéreuses 
ont été mises au point en ce sens (voir partie IV).  
D.  Immortalité cellulaire 
Le nombre de  division supportée par une cellule saine est régulé et défini. A chaque cycle 
cellulaire, une fraction des télomères est perdue, car les ADN polymérases ne sont pas capables 
de répliquer parfaitement les extrémités 3’ des chromosomes. Un raccourcissement trop 
important des télomères limitera leur fonction de protection de l’intégrité du matériel génétique 
et aboutira à l’entrée de la cellule en sénescence réplicative après activation des voies p53 et Rb 
[10]. 
La télomérase est exprimée dans les cellules germinales et embryonnaires mais très peu dans les 
cellules somatiques. Quatre-vingt-cinq à 90% des cellules cancéreuses surexpriment cette 
enzyme maintenant leurs télomères intacts et leur apportant l’immortalité [11]. Il existe un 
autre mécanisme d’allongement des télomères basé sur des processus de recombinaison 
homologue et indépendant de la télomérase (ALT : alternative lengthening of telomeres) [12]. 
E. Mise en place d’une angiogenèse tumorale 
La survie et la fonction d’une cellule normale est assurée par la distribution d’oxygène et de 
nutriments, amenés par le réseau sanguin. Cette dépendance nécessite une distance inférieure 
de 100µM entre une cellule et un capillaire sanguin. La croissance tumorale éloigne peu à peu 
les cellules du centre de la tumeur du réseau sanguin préexistant, conduisant à l’hypoxie. 
Les cellules cancéreuses ont acquis la capacité à mettre en place une néo-angiogenèse. En 
conditions hypoxiques, le facteur de transcription HIF (Hypoxia Induced Factor) est activé 
pour induire l’expression de protéines pro-angiogéniques comme le VEGF (vascular 
endothelial growth factor) [13]. Le VEGF, libéré dans le milieu extracellulaire et capté par les 
cellules endothéliales, va stimuler la formation de néo-vaisseaux à partir du réseau existant, 
pour permettre une irrigation de la tumeur [14]. 
L’importance de la mise en place d’une angiogenèse tumorale a conduit au développement 
d’inhibiteurs du VEGF ou de son récepteur. Le bevacizumab (Avastin) est utilisé pour le 
traitement des cancers du côlon métastatique, de certains cancers du poumon ou des 
glioblastomes multiformes. 
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F. Invasion tissulaire et métastases  
La formation de métastases correspond au dernier stade du développement cancéreux. Ce 
processus suit plusieurs étapes. L’invasion tissulaire nécessite une destruction de la matrice 
extracellulaire assurée notamment par les métalloprotéases [15]. La perte des interactions 
intercellulaires va alors permettre la dissémination des cellules à l’origine des métastases. La 
perte de la E-cadhérine est notamment associée à un pouvoir métastatique augmenté dans les 
cancers mammaires et colorectaux. Les cellules tumorales entrent ensuite dans la circulation 
sanguine par intravasation, pour en ressortir par extravasation, et s’infiltrer dans un autre 
organe. Après une phase de durée non déterminée de dormance, la cellule cancéreuse va 
reprendre son développement pour former une nouvelle tumeur. 
Les lieux de métastases diffèrent en fonction de la tumeur d’origine [16]. Par exemple, les 
métastases issues du cancer du sein sont majoritairement retrouvées au niveau des poumons, 
des os, ou des ganglions lymphatiques éloignés du sein, alors que celles issues d’un cancer du 
poumon sont retrouvées au niveau du sein, du colon ou de la prostate. 
La complexité du mécanisme aboutissant à la formation de métastases n’a pour l’instant pas 
permis le développement de thérapeutiques efficaces. Des inhibiteurs de métalloprotéases sont 
actuellement testés in vivo. 
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PARTIE II : KINASES ET CANCERS 
 
Les protéines à activité kinase constituent une vaste famille de protéines, et sont d’importants 
régulateurs des voies de transduction du signal intracellulaire. Elles contrôlent de nombreux 
processus : la croissance, la différenciation, le métabolisme, la motilité ou encore l’apoptose. Le 
génome humain comprend plus de 500 gènes codant pour des protéines à activité kinase [17]. 
Des dérégulations de kinases ont été identifiées dans la majorité des cancers. Elles jouent un 
rôle central dans la tumorigénèse.  
I. PROTÉINES A ACTIVITÉ KINASE : GÉNÉRALITÉS 
A. Définition 
Les kinases sont des enzymes, appartenant au groupe des transférases et catalysant des 
réactions de phosphorylation : transfert d’un phosphate d’une molécule d’ATP sur une 
molécule cible. Sur les protéines, les kinases peuvent phosphoryler trois acides aminés 
différents : les sérines, les thréonines et les tyrosines. Il existe également des histidine kinases 
mais elles sont beaucoup plus rares. La phosphorylation d’une protéine cytoplasmique cible par 
une kinase permet la transduction d’un signal, dans toute la cellule, jusqu’au noyau. 
B. Classification 
Il existe différentes façons de classer les protéines kinases. L’une est basée sur le type d’acide 
aminé ciblé, une autre sur la localisation cellulaire. 
La première option différencie les tyrosines kinases des sérine-thréonine kinases, qui comme 
leur nom l’indique, sont capables de phosphoryler respectivement des résidus tyrosine, ou soit 
un résidu sérine, soit un résidu thréonine. Les protéines à activité tyrosine kinase sont 
minoritaires.  
La seconde option différencie les récepteurs à activité kinases, présents à la membrane 
plasmique, (RK) des autres kinases qui peuvent avoir une localisation cytoplasmique ou 
nucléaire. On retrouve aussi des kinases dans le réticulum ou la mitochondrie. 
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II. RÉCEPTEURS A ACTIVITÉ TYROSINE KINASE 
La majorité des récepteurs à activité kinase sont de type tyrosine kinase. Il existe également des 
récepteurs à activité sérine/thréonine kinase, comme les récepteurs au TGFβ. Dans cette 
partie, je ne présenterai que des récepteurs à activité tyrosine kinase, dont les dérégulations ont 
été observées dans l’un de trois modèles d’étude utilisés pour ce travail. 
A. Modèle d’activation 
Les récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) possèdent tous une structure commune : ils 
sont composés d’un domaine extracellulaire de liaison au ligand, d’un domaine 
transmembranaire et d’un domaine intracellulaire possédant l’activité kinase. Il existe un grand 
nombre de sous-catégories de RTK, basées principalement sur la composition du domaine 
extracellulaire. 
Le processus d’activation des récepteurs transmembranaires à activité tyrosine kinase est bien 
connu et suit, dans la majorité des cas, le même schéma [18]. En absence d’un ligand 
spécifique, les RTK sont monomériques et non phosphorylés. Dans cette conformation, la 
partie juxtamembranaire du récepteur peut interagir avec le domaine kinase pour bloquer son 
activation. La fixation d’un ligand spécifique conduit à l’oligomérisation du récepteur, à la perte 
de l’auto-inhibition et à l’autophosphorylation de la tyrosine (boucle d’activation). Les 
modifications conformationnelles associées augmentent ensuite l’activité catalytique de la 
kinase, permettant le recrutement de protéines de signalisation à la membrane, et l’activation de 
différentes voies de signalisation. 
 
Figure 3 : Modèle d’activation des récepteurs à activité tyrosine kinase 
A : les récepteurs sont sous forme monomériques – B : la fixation du ligand permet la dimérisation 
du récepteurs – C : transactviation du domaine kinase du récepteur par phosphorylation 
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D’autres récepteurs à activité kinase sont déjà présents sous forme dimérique, mais dans une 
conformation écartée qui ne permet pas l’autophosphorylation. La fixation d’un ligand est 
également nécessaire à l’activation du récepteur. 
B. RTK et cancers 
Nous n’envisagerons que trois récepteurs dont il sera question par la suite dans ce travail. 
1. Le récepteur à l’EGF 
L’EGFR (Epithelial Growth Factor Receptor) appartient à la famille des récepteurs Erb, 
composée de trois autres membres : HER-2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) et HER4 (ErbB4). 
L’EGFR est le premier récepteur Erb à avoir été identifié et sa dérégulation est observée dans 
plusieurs tumeurs solides humaines : cancers du sein, cancer du poumon non à petites cellules 
ou encore glioblastomes [19].  
Une suractivation de l’EGFR conduit à la prolifération cellulaire, à une résistance à l’apoptose, 
à une capacité à induire l’angiogenèse et à former des métastases. Les premières découvertes du 
rôle oncogénique de l’EGFR et plus généralement des récepteurs Erb datent de 1980 [20]. 
Depuis, il a été démontré que la surexpression de l’homologue murin de ErbB2 et/ou de son 
ligand était associée au développement de carcinomes mammaires chez la souris [21]. 
1. 1 Régulations de l’EGFR 
Le gène EGFR est composé de 26 exons et code pour une protéine de 1186 acides aminés, 
composée, comme les autres récepteurs membranaires, d’un domaine extracellulaire de liaison 




Figure 4 : Structure schématique de l’EGFR 
D’après : “Targeting the EGFR signaling pathway in cancer therapy” (Seshacharyulu – 2012) 
Le domaine extracellulaire est fractionné en 4 sous-domaines : I, II, III et IV. La fixation du 
ligand se ferait essentiellement au niveau des sous-domaines I et III [22]. La région 
juxtamembranaire régule notamment la dimérisation du récepteur ou son internalisation ligand-
dépendante. Le domaine intracellulaire C-terminal possède des résidus tyrosine dont la 
phosphorylation permet la transduction du signal. On retrouve également des résidus sérine et 
thréonine intervenant dans la régulation négative du récepteur. 
Les ligands responsables de l’activation des récepteurs Erb sont des facteurs de croissance 
appartenant à la famille EGF (Epithelial Growth Factor). Ils existent sous forme de 
précurseurs transmembranaires, capables d’interagir avec les récepteurs situés sur les cellules 
adjacentes. Ils peuvent également être clivés, pour devenir des facteurs de croissance solubles 
[23]. Il existe une dizaine de ligands, possédant des affinités différentes pour les 4 récepteurs de 
la famille Erb. Par exemple, l’EGF et le TGFα (Transforming Growth Factor α) se lient 
préférentiellement à l’EGFR [24].  
A l’état inactif, l’EGFR est sous une forme repliée ne permettant pas sa dimérisation. La 
fixation d’un ligand permet le passage à une conformation dépliée, et l’exposition au niveau du 
domaine II d’un site de liaison à un autre récepteur ayant également fixé un ligand. La 
dimérisation permet une interaction entre les deux sites catalytiques intracellulaire, l’ouverture 
du site actif et l’accessibilité à la molécule d’ATP. L’autophosphorylation des résidus tyrosine 
est alors possible et va permettre le recrutement de nombreuses protéines adaptatrices (GRB-2, 
SHC, phospholipase, ABL…). Les sites de phosphorylation, et par conséquent le recrutement 
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de protéines adaptatrices, dépendent du type de ligand et du partenaire de dimérisation [24]. En 
effet, les 4 récepteurs de la famille Erb peuvent s’homo- ou s’héterodimériser. Les voies de 
signalisation activées consécutivement sont ainsi variables. Les mieux connues sont les voies 
RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT et JAK/STAT (détaillées plus loin). Par exemple, la 
phosphorylation des tyrosines Y1068 ou Y1086 permet le recrutement de GRB2, responsable 
de l’activation de RAS [25]. On sait également que la phosphorylation de la tyrosine Y920 
permet le recrutement, et l’activation de la sous-unité régulatrice p85 de la PI3K [26]. 
 
Figure 5 : Conformations repliée (A) - dépliée (B) - dimérisée (C) du récepteur à l’EGF 
 
 
Figure 6 : Voies de signalisation activées par l’EGFR. 
Issue de : “Oncogenic EGFR Signaling Networks in Glioma” (Huang – 2009) 
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Il existe une régulation négative de l’EGFR. Après transduction du signal, le complexe 
EGF/EGFR est internalisé dans des vésicules de clathrines. Après fusion avec des endosomes, 
l’EGFR peut être soit recyclé et de nouveau exposé à la membrane, soit dégradé par des 
lysosomes. L’ubiquitine ligase CBL (Casitas B-lineage lymphoma) joue un rôle important dans 
ce mécanisme d’endocytose. Elle peut se lier directement à l’EGFR, sur la tyrosine 
phosphorylée Y1045, ou indirectement sur la tyrosine phosphorylée Y1086, via la protéine 
adaptatrice GRB2. Même si seule la liaison à la tyrosine Y1086 est nécessaire pour 
l’internalisation de l’EGFR, les deux voies d’interaction permettent l’ubiquitination de l’EGFR 
du récepteur, nécessaire à la dégradation par le lysosome [27, 28]. 
1. 2 Dérégulations de l’EGFR associées aux cancers 
L’EGFR peut être dérégulé de différentes façons : surexpression du récepteur, mutations 
activatrices,  modification du processus de dimérisation, autocrinie, endocytose des récepteurs 
activés augmentée ou diminuée, déficience des phosphatases antagonistes de l’EGFR [19]. 
La surexpression et la boucle d’activation autocrine sont les dérégulations les plus 
fréquemment rencontrées. Cependant, dans le cas des glioblastomes multiformes (GBM), c’est 
l’expression d’une forme mutée de l’EGFR qui prévaut. Cette mutation conduit à l’expression 
d’une forme tronquée du récepteur, nommée EGFRvIII [29]. La perte des exons 2 à 7 du gène 
EGFR résulte à une forme constitutivement active du récepteur, plus courte, ayant perdu une 
partie du domaine extracellulaire de fixation au ligand [30]. 
Le processus de régulation négative de l’EGFR peut également être compromis. En effet, 
certaines formes mutées, dont l’activation ne nécessite pas d’interaction au ligand, ont moins 
de résidus phosphorylés. Si cet état de phosphorylation est suffisant pour l’activation des voies 
de survie et de prolifération, il ne permet cependant pas le recrutement de l’ubiquitine ligase 
CBL [31]. 
En plus de l’activation dérégulée des voies de survie et de prolifération, l’EGFR favorise deux 
autres processus caractéristiques des cellules cancéreuses : la capacité à induire l’angiogenèse et 
à former des métastases, en induisant respectivement la surexpression du VEGF (Vascular 
Endothélial Growth Factor) et des métalloprotéases (MMP).  
2. Récepteur au Stem Cell Factor 
c-KIT ou le récepteur au Stem Cell Factor (SCF) correspond à l’homologue cellulaire de 
l’oncogène viral v-Kit, isolé en 1986 d’un rétrovirus félin. C’est un membre des récepteurs à 
activité tyrosine kinase de type III. Comme tous les membres de cette famille (FLT3, PDGFR 
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et CSF-1R), il est composé d’une région extracellulaire formée de cinq domaines de type 
immunoglobuline, d’une région transmembranaire et d’une région cytoplasmique à activité 
kinase divisée en deux sections : distale et proximale, séparées par un insert. Les domaines 
extracellulaires II et III sont nécessaires à l’interaction avec le ligand : le SCF, alors que les 
domaines I, IV et V servent à la dimérisation du récepteur [32]. Il existe plusieurs isoformes de 
c-KIT chez l’homme, issues d’épissage alternatif. 
2. 1 Expression et régulation de c-KIT 
Si une expression de c-KIT a été mise en évidence sur des cellules endothéliales ou sur des 
astrocytes, elle reste majoritairement retrouvée sur les cellules hématopoïétiques. c-KIT est 
exprimé à la surface des mastocytes et des progéniteurs (environ 70% des cellules CD34+) 
[33]. Son expression est perdue au cours de la différenciation, sauf pour les mastocytes [34]. Il 
joue un rôle primordial dans la survie, le renouvellement et la différenciation des cellules 
hématopoïétiques. Chez la souris, un défaut d’expression de c-KIT ou de son ligand est associé 
à des anémies létales, des défauts des cellules souches hématopoïétiques et des mastocytes [35]. 
Le Stem Cell Factor est une cytokine hématopoïétique. Elle peut être présentée à la surface des 
cellules et activer le récepteur c-KIT exprimé à la surface des cellules adjacentes [36]. Suite à un 
épissage alternatif, il existe aussi une autre forme, qui après protéolyse, sera libérée dans le 
milieu extracellulaire. Cette forme soluble serait moins efficace que la forme membranaire [37]. 
La liaison du SCF induit une dimérisation du récepteur, une autophosphorylation du domaine 
kinase, qui comprend plusieurs sites de phosphorylation, et permet le recrutement de 
différentes protéines adaptatrices. Selon les sites de phosphorylation, c-KIT pourra activer 
différentes voies de signalisation favorisant la survie, la croissance ou la différenciation. 
Comme la majorité des autres RTK, c-KIT permet l’activation des voies PI3K/AKT, 
JAK/STAT ou MAPK. 
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Figure 7: Signalisation induite par c-KIT 
Issue de : “Oncogenic signaling from the hematopoietic growth factor receptors c-Kit and Flt3”  
(Masson – 2009) 
2. 2 Dérégulations de c-KIT associées aux cancers 
Des mutations induisant une activation constitutive de c-KIT sont retrouvées dans les 
leucémies à mastocytes, les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) et dans les tumeurs gastro-
intestinales (GISTs : Gastro-Intestinal Stromal Tumors) [38, 39]. 
Il existe aussi des boucles d’activation autocrine. Dans ces cas, la tumeur surexprime le 
récepteur et son ligand. C’est le cas dans certains types de mélanomes [40]. 
3. Récepteur au FLT3 
3. 1 Régulations et expression de FLT3 
Le récepteur FLT3 (FMS-Like-Tyrosine kinase-3) comme les autres membres de la famille des 
RTK de type III est composé d’un domaine extracellulaire de types IG, d’un domaine 
transmembranaire, d’un domaine juxtamembranaire et d’un domaine cytoplasmique à activité 
kinase, séparée en deux parties par un insert. Le domaine juxtamembranaire joue un rôle 
important dans la régulation négative de FLT3. C’est une région fréquemment mutée. 
L’activation de FLT3 se déroule de façon classique et fait suite à son interaction avec le FLT3 
ligand. 
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FLT3 est majoritairement exprimé dans les tissus hématopoïétiques et nerveux. Au niveau de la 
moelle osseuse, il est présent à la surface des cellules progénitrices CD34+. Certaines cellules 
CD34-, engagée vers la voie des cellules dendritiques expriment aussi ce récepteur. Le FLT3 
ligand est lui exprimé dans tous les types cellulaires étudiés [41]. 
3. 2 Dérégulations de FLT3 associées aux cancers 
Des anomalies du récepteur FLT3 sont retrouvées dans environ 1/3 des LAM. Les altérations 
les plus fréquentes sont des duplications internes en tandem (IDT), situées au niveau de la 
région juxtamembranaire, qui permettent la dimérisation du récepteur et son activation 
constitutive. Cette anomalie est retrouvée chez 1% des patients atteints de syndromes 
myélodysplasiques, et dans quelques rares cas de LMC. Elle reste très spécifique des LAM, 
puisque 24% des malades portent cette mutation [42]. 
Des mutations dans la boucle d’activation du domaine tyrosine kinase constituent le deuxième 
type d’anomalie le plus fréquemment rencontré. Elles induisent des modifications 
conformationnelles empêchant les mécanismes d’auto-inhibition. Le récepteur est également 
activé constitutivement. 
Ces deux types de mutations permettent une activation des voies PI3K/AKT et MAPK. La 
forme mutée FLT3-IDT est également capable d’activer STAT5, et de réguler positivement le 
cycle cellulaire, alors que la forme normale de FLT3 n’active pas les STAT. 
III. KINASES NON RECEPTRICES 
A. BCR-ABL1 
La kinase BCR-ABL1 est une protéine chimérique, qui n’existe pas à l’état normal. Elle résulte 
de la translocation t(9 ;22), évènement cytogénétique à l’origine de la leucémie myéloïde 
chronique, qui met en contiguïté les gènes BCR et ABL1. L’identification de BCR-ABL1 
comme étant à l’origine de la maladie, en a fait un modèle d’étude très utilisé pour mieux 
comprendre les mécanismes de tumorigénèse induit par des kinases suractivées [43].  
1. ABL1 
Le nom du gène ABL1(Abelson) est issu de son homologue viral (v-ABL) responsable des 
leucémies chez la souris. Il est composé de 11 exons (il existe des variantes pour l’exon 1 : 1a et 
1b) et code pour une protéine d’environ 145kD et d’expression ubiquitaire. 
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La tyrosine kinase ABL1 à une structure hautement conservée. Elle est composée, en N-
terminal, de 3 régions d’homologie aux SRC : les domaines SH (Src Homology). Le domaine 
SH1 porte l’activité tyrosine kinase avec un site de fixation à l’ATP. Les domaines SH2 et SH3 
sont des régions régulatrices de l’activité TK d’ABL1. La partie C-terminal porte une région de 
fixation à l’actine et à l’ADN ainsi qu’une séquence de localisation nucléaire. 
Le variant 1b d’ABL1 est myristoylée et se localise au niveau de la membrane plasmique. Le 
variant 1a (majoritaire) possède une localisation nucléaire [44, 45]. La fonction d’ABL1 est 
dépendante de sa localisation. Au niveau nucléaire, elle joue un rôle de régulateur négatif du 
cycle cellulaire. Elle se lie au complexe Rb/E2F, entrainant un blocage du cycle en G1/S. Au 
niveau cytoplasmique, elle joue un rôle dans la transduction du signal, en régulant les intégrines 
[46]. 
2. BCR 
Le gène BCR (Breakpoint Cluster Region) comporte 23 exons et code pour une protéine de 
160kD, d’expression ubiquitaire. Elle est constituée de quatre domaines. En N-terminal, on 
retrouve un domaine sérine-thréonine kinase, puis un coiled-coil domaine qui permet la 
dimérisation de BCR [47]. Cette région N-terminale possède aussi des sites de phosphorylation 
permettant la régulation de BCR. La région centrale comprend un domaine DLB-like qui 
permet les échanges guanosine triphosphate/guanosine diphosphate.  La partie C-terminale 
possède une activité GTPase pour RAC [48]. La fonction de BCRreste mal connue. 
3. BCR-ABL1 
Il existe plusieurs réarrangements des gènes BCR et ABL1 [49]. Le gène ABL1 est rompu entre 
l’exon 1 et l’exon 2 et le gène BCR est rompu au niveau de la région M-BCR (major-BCR). Cette 
région est située entre les exons 12 et 16, et les points de cassures sont variables, numérotés de 
b1 à b5, mais majoritairement situés entre b2 et b3 ou b3 et b4. Les produits de fusion ainsi 
formés sont noté b2a2 et b3a2 et codent pour une protéine chimérique de 210kD, 
caractéristique de la LMC. Le gène BCR peut aussi être rompu dans une région mineure de 
cassure (m-BCR), c’est-à-dire entre les exons 1 et 2. La protéine codée par ce produit de fusion 
est plus petite : 190kD et est retrouvée dans les Leucémie Aiguës Lymphoïdes à chromosome 
Philadelphie (LAL Ph+). Il existe un dernier transcrit de fusion, de 230kD, résultant d’une 
cassure entre les exons 19 et 20 de BCR (région µ-BCR). Elle serait présente dans certains cas 
de leucémies à neutrophiles chroniques [50]. D’autres transcrits de fusion mineurs ont été 
rapportés, pour des cas de LMC ou de LAL. 
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Figure 8 : Réarrangements BCR-ABL1 
Issue de : « Leucémie lymphoblastique aiguë Philadelphie-positive » (Delannoy – 2006) 
La protéine chimérique BCR-ABL1 de 210kD conserve les 3 domaines SH d’ABL et 
également la totalité de la partie C-terminal. Le site de cassure de BCR, quant à lui, permet de 
conserver le motif de dimérisation, nécessaire à l’auto-activation de BCR-ABL1 par 
transphosphorylation. Il conduit également à la perte de la partie C-terminale de BCR, et donc 
à la fonction d’auto-inhibition. La région BCR confère à la protéine de fusion sa localisation 
cytoplasmique. Le résultat conduit à une tyrosine kinase chimérique activée constitutivement. 
Cette activité TK dérégulée conduira à une capacité de prolifération augmentée et à un 
phénotype de résistance à l’apoptose, via l’activation de différentes voies de signalisation 
comme PI3K/AKT ou MAPK. Les voies de signalisation activées par BCR-ABL1 et leurs 
conséquences dans la leucémogenèse seront abordé Partie V, lors de la présentation du modèle 
de la LMC. 
 
Figure 9 : Protéine BCR-ABL1 
D’après : “The biology of chronic myeloid leukemia” (Epstein – 1999) 
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B. Voie PI3K/AKT/mTOR 
La voie de signalisation activée par la PI3K joue un rôle central dans de nombreux processus 
cellulaires impliqués dans la progression tumorale, tels que le métabolisme, la survie, la 
prolifération et la mobilité. Cette voie est très fréquemment activée dans les cancers, et 
constitue une cible thérapeutique intéressante [51]. 
1. Les PI3K 
Les PI3K (Phosphatidylinositol-3 kinases) sont des lipides kinases et des serine-thréonine 
kinases. Elles sont regroupées en trois classes (I, II et III) et se différencient à la fois par leurs 
structures et leurs substrats [52]. 
 
Figure 10 : Structure des différentes classes de PI3K 
Issue de : “The evolution of phosphatidylinositol 3-kinases as regulators of growth and 
metabolism” (Engelman – 2006) 
Les protéines de la classe I sont des hétérodimères composées d’une sous-unité catalytique et 
d’une sous-unité régulatrice ou adaptatrice. Cette classe est divisée en deux sous-catégories : A 
et B. Les PI3K de la classe I-A sont les plus impliquées dans les cancers humains. Il existe trois 
isoformes de la sous-unité catalytique (p110α, β et γ) et sept isoformes de la sous-unité 
régulatrice, issus de l’épissage alternatif de trois gènes (p85α, p85β et p55γ). Les sous-unités 
régulatrices possèdent des domaines SH2 permettant une activation par les protéines à activité 
tyrosine kinase [53]. Ainsi, l’activation d’un RTK, par autophosphorylation, va permettre le 
recrutement de la PI3K à la membrane : un domaine SH2 de la sous-unité régulatrice se lie 
directement aux tyrosine phosphorylées des RTK. Cette liaison va entrainer une activation  de 
la sous-unité catalytique. La PI3K activée pourra ensuite phosphoryler le phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphate (PI-4,5-P2 ou PIP2), présent à la membrane pour former le 
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PI-3,4,5-P3 ou PIP3). Le PIP3 est un second messager 
lipidique qui permet d’activer AKT. 
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Les PI3K de la classe I-B sont dépourvues de domaine SH2, et activées par des récepteurs 
membranaires couplés aux protéines G [54]. Elles induisent également la transformation du 
PIP2 en PIP3.  
Il existe un inhibiteur endogène de la PI3K : PTEN (phosphatase and tensin homolog). Elle 
est codée par un gène suppresseur de tumeur et agit en déphosphorylant le PIP3. 
2. AKT et PDK 
Les protéines à activité sérine/thréonine kinase AKT (aussi connue sous le nom de PKB) et 
PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1) sont les substrats majoritaires des PI3K de 
classe I-A. Elles possèdent un domaine d’homologie à la plekstrine (domaine PH), nécessaire à 
leur interaction avec le PIP3 [55, 56].  
Les kinases AKT sont codées par les gènes AKT1 et AKT2, identifiés comme les homologues 
humains de l’oncogène viral v-akt, responsable de leucémie chez la souris. Elles possèdent deux 
sites de phosphorylation : la thréonine 308 et la sérine 473. Leur phosphorylation est essentielle 
à l’activation d’AKT. 
L’association d’AKT à PIP3 est suivie de modifications conformationnelles conduisant à 
l’exposition des deux sites de phosphorylation. La PDK1, également recrutée par le PIP3, et 
constitutivement activée phosphoryle AKT sur la thréonine 308 [57]. La phosphorylation de la 
sérine 473 est effectuée par le complexe mTORC2. 
3. mTOR 
mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) appartient à la famille PIKK (phosphoinositide 
kinase-related kinase). C’est une sérine/thréonine kinase très conservée entre les espèces et 
d’expression ubiquitaire. Elle s’associe avec différentes protéines pour former deux complexes 
distincts : mTORC1 et mTORC2. 
3. 1 Le complexe mTORC1 
Le complexe mTORC1 est le plus connu et le mieux caractérisé. Il intervient dans la synthèse 
protéique et lipidique et régule aussi l’autophagie. Il est composé de mTOR, mLST8 
(mammalian lethal with sec13 protein 8), et RAPTOR (regulatory-associated protein to 
mTOR). Il s’associe à PRAS40 (proline-rich AKT substrate of 40kDa), DEPTOR (DEP 
domain-containing  mTOR-interacting  protein) et FKBP38 qui sont des régulateurs négatifs. 
Le complexe mTORC1 est sensible à la rapamycine. Son activité est liée à la présence de 
facteurs de croissance et à la disponibilité en nutriments [58]. 
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a. Activation du complexe mTORC1 
La protéine RHEB (Ras homologue enriched  in  brain) est une petite GTPase. Lorsqu’elle est 
liée au GTP (forme active), elle interagit avec mTOR et induit l’activation du complexe 
mTORC1 [59]. Le complexe TSC1/TSC2, également nommé hamartine/tubérine, est un 
inhibiteur de la protéine RHEB : son activité GAP (GTPase activating protein) hydrolyse la 
molécule de GTP liée à RHEB activée. AKT inhibe par phosphorylation, l’activité GAP de 
TSC2. Le complexe mTORC1 peut également être activé après phosphorylation de PRAS40 
par AKT. 
b. Processus cellulaires induit par mTORC1 
mTORC1 est un régulateur important de la synthèse protéique. Il est responsable de la 
phosphorylation de la protéine ribosomale S6K (p70 ribosomal S6 kinase), une kinase de la 
famille AGC (protéine kinase A, G et C). L’activation de la S6K permet la phosphorylation 
d’eIF4B, favorisant son association au complexe de pré-initiation de la traduction. La S6K 
phosphoryle d’autres substrats impliqués dans la synthèse protéique, dont la protéine 
ribosomale S6 de la sous-unité 40S du ribosome, eEF2K (eukaryotic translation Elongation 
Factor 2 Kinase) et PDCD4 (Programmed Cell Death Protein 4) [58]. 
mTORC1 favorise aussi la formation du complexe d’initiation de la traduction eIF4F 
(elongation initiation factor 4F), composé des sous-unités eIF4E, eIF4A et eIF4G. Les 
protéines 4E-BP (4E-Binding Proteins) déplacent eIF4G pour se lier à eIF4E. En 
phosphorylant les 4E-BP, mTORC1 inhibe leur liaison à eIF4E et favorise la formation du 
complexe eIF4F. 
3. 2 Le complexe mTORC2 
Le complexe mTORC2 est composé de mTOR, Rictor (rapamycin- insensitive companion of 
TOR), SIN1 (stress-activated map kinase-interacting protein 1) et mLST8. Il s’associe aussi 
avec le régulateur négatif DEPTOR, et avec PPR5/PROTOR, dont la fonction est inconnue. 
Il n’est pas sensible à la rapamycine. 
a. Mécanisme d’activation 
Les mécanismes d’activation du complexe mTORC2 sont peu connus. Le complexe 
TSC1/TSC2 semble être un activateur de mTORC2. Il existe une liaison entre les deux 
complexes, aboutissant à une activation de mTORC2 [60]. 
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Des mécanismes de rétrocontrôle négatifs, induits par le complexe mTORC1, diminuent 
l’activité de mTORC2. Par exemple, la phosphorylation d’AKT sur la sérine 473 est inhibée 
chez des souris portant des délétions du gène TSC1, caractérisée par une activité mTORC1 et 
S6K élevée [61]. La S6K induit aussi une phosphorylation de Rictor, qui inhibe l’activité de 
mTORC2 [62]. 
b. Activité 
mTORC2 participe à l’activation d’AKT puisqu’il est responsable de sa phosphorylation sur la 
sérine 473. 
 
Figure 11 : Complexes mTORC1 et mTORC2 
Issue de : “Rapamycin passes the torch: a new generation of mTOR inhibitors” (Benjamin – 2011) 
4. Signaux de survie et de prolifération activés par la voie PI3K/AKT/mTOR 
La voie PI3K/AKT favorise la survie et la croissance cellulaire par différents mécanismes. 
AKT est notamment capable de phosphoryler la protéine pro-apoptotique BAD. Sous cette 
condition, BAD est inactivée par liaison à la protéine chaperonne 14.3.3. 
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AKT phosphoryle également les facteurs de transcription FOXO, conduisant à leur 
séquestration, dans le cytoplasme par la protéine 14.3.3. Ceci favorise la transition G1/S du 
cycle cellulaire en bloquant la transcription des inhibiteurs du cycle, comme p27Kip1, 
dépendante de FOXO. L’inhibition des facteurs de transcription FOXO joue également un 
rôle dans la survie cellulaire, puisqu’ils sont responsables de la synthèse de la protéine pro-
apoptotique BIM. 
La phosphorylation de MDM2 par AKT conduit à la dégradation de p53, ce qui favorise 
également la progression dans le cycle cellulaire. 
 
Figure 12 : Voies de signalisation activées par les PI3K de classe I-A 
Issue de : “The PI3K Pathway As Drug Target in Human Cancer” (Courtney – 2010) 
 
5. Dérégulations associées aux cancers 
La voie PI3K/AKT/mTOR peut être activée dans les cancers par différents mécanismes. 
L’anomalie la plus fréquente est l’inactivation de l’inhibiteur endogène de la PI3K : PTEN, qui 
conduit à l’accumulation de PIP3 [63]. La majorité des mutations du gène PTEN conduisent à 
l’expression d’une protéine tronquée. Des mutations non-sens, responsables de la perte de 
l’activité phosphatase sont aussi fréquentes. Une inhibition de la transcription ou des 
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modifications épigénétiques comme l’hyper-méthylation du promoteur peuvent également être 
responsables de la perte de PTEN [64, 65]. 
Des mutations somatiques du gène codant pour la sous-unité catalytique de la PI3K (PIK3CA) 
ont été identifiées dans de nombreuses tumeurs solides : sein, colon, endomètre et 
glioblastomes [66]. Ces mutations sont retrouvées sur les exons 9 et 20. L’exon 9 code pour le 
domaine hélice de la sous-unité catalytique, et les mutations empêchent l’interaction inhibitrice 
entre le domaine SH2 en N-terminal de la sous-unité régulatrice et la sous-unité catalytique. 
L’exon 20 code pour le domaine kinase, rendu constitutivement actif par ces mutations [67]. 
Ces mutations du gène PIK3CA sont associées à une augmentation du potentiel oncogénique 
in vivo et in vitro. L’expression de la forme mutée de  PIK3CA dans des fibroblastes ou des 
cellules épithéliales mammaires conduit à la transformation tumorale, avec une prolifération  
indépendante des facteurs de croissance et une résistance à l’apoptose [68]. 
Des mutations des gènes codant pour AKT1, AKT2 ou AKT3 ont aussi été rapportées. Par 
exemple, pour AKT1, la mutation E17K, dans le domaine PH, conduirait à une relocalisation 
constitutive d’AKT à la membrane, indépendamment du PIP3, et à une phosphorylation 
permanente de la serine 473 [69]. 
A l’état normal, la voie PI3K est activée par les récepteurs à activité tyrosine kinase. Ces 
récepteurs sont mutés, amplifiés ou surexprimés dans de nombreux cancers, induisant une 
suractivation de la voie PI3K. C’est le cas dans les cancers du poumon et dans les 
glioblastomes, souvent caractérisés par une activation de l’EGFR (Epithelial Growth Factor 
Receptor) [70, 71]. Les RTK FLT3, PDGFR, KIT peuvent aussi être activés dans certains 
cancers. 
C. Voie des RAS/RAF/MEK/ERK 
Les MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) jouent un rôle majeur dans la transduction du 
signal. Chez l’homme il existe quatre cascades MAPK différentes, qui fonctionnent sur un 
schéma commun. Chaque cascade de signalisation comprend une MAPK kinase kinase 
(MAP3K), une MAPK kinase (MAP2K) et une MAPK. Les MAPK ERK1/2, JNK, p38 et 
ERK5 sont les derniers effecteurs de l’une des quatre cascades et permettent l’activation de 
nombreux facteurs de transcription, ciblant des gènes nécessaires à la réplication de l’ADN. 
Parmi les quatre voies, la voie RAF/MEK/ERK, principalement activée par les RTK est la 
plus connue et la première à avoir été caractérisée [72]. Les autres voies sont activées 
différemment et interviennent dans la réponse au stress ou dans l’inflammation. 
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1. La protéine RAS 
Il existe trois isoformes de RAS : H-RAS (Harvey-RAS), N-RAS (Neuroblastoma-RAS) et K-
RAS (Kristen-RAS). Elles appartiennent à la famille des petites protéines G, sont localisées à la 
membrane et fonctionnent selon un mécanisme global d’activation : un facteur d’échange GEF 
(échange des nucléotides guanine) remplace la molécule GDP liée à RAS, par une molécule 
GTP. Les modifications conformationnelles induites permettant la liaison des RAS-GTP aux 
sérine/thréonine kinase RAF. Le facteur d’échange mis en jeu dans l’activation de RAS est la 
protéine SOS (Son Of Sevenless). Il est recruté au niveau des RTK activés par l’intermédiaire 
de Grb2. L’activation de RAS est limitée dans le temps, puisqu’elle possède une activité 
GTPasique qui lui permet de passer de la forme active RAS-GTP à la forme inactive GAS-
GDP. Cette autorégulation est aussi assurée par la protéine RAS-GRP (RAS guanine 
nucleotide releasing protein). 
Au début des années 1980, plusieurs études biochimiques ont mis en évidence un lien entre la 
petite GTPase RAS et le récepteur à activité tyrosine kinase EGFR. Cette relation a été 
confirmée dix ans plus tard par des études génétiques sur C. elegans [73]. 
2. La cascade RAF/MEK/ERK 
La famille des kinases RAF est composée de trois membres : A-RAF,  B-RAF  et  C-RAF [74]. 
Ils partagent la même composition : le domaine N-terminal permet l’interaction avec la 
protéine RAS alors que le domaine C-terminal porte l’activité sérine/thréonine kinase. Elles 
différent cependant par leur localisation cellulaire : B-RAF est cytosolique, alors que A-RAF est 
présent au niveau endosomal et que C-RAF interagit avec la mitochondrie. 
Les kinases RAF sont activées après liaison avec les petites GTPases RAS. L’association 
RAS/RAF permet de bloquer une interaction inhibitrice entre les domaines N-terminal et C-
terminal [75]. Elle induit également une modification conformationnelle permettant l’ouverture 
d’une boucle d’activation et la phosphorylation d’une région nommée « région-N », située juste 
en amont de la partie kinase RAF.  
Les kinases RAF sont responsables de l’activation d’une cible unique : les thréonine/tyrosine 
kinases MEK, et B-RAF est la plus active. Il existe trois isoformes de MEK : MEK1, MEK2 et 
MEK1b qui est inactif. Les kinases MEK1 et MEK2 sont activées après phosphorylation de 
deux résidus sérine situés au niveau de la boucle d’activation du site catalytique. 
Les kinases MEK1/2 ont deux cibles : les kinases ERK1/2 (Extracellular Regulated Kinase), 
également connues sous le nom de p42/p44 MAPK. Elles sont activées par la phosphorylation 
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concomitante des résidus thréonine et tyrosine de leur boucle d'activation. MEK phosphoryle 
les résidus T202/Y204 pour ERK1 et T185/Y187 pour ERK2 [76, 77]. Cette double 
phosphorylation est nécessaire à leur activité. Une fois phosphorylées, les kinases ERK 
peuvent se relocaliser au niveau nucléaire, pour activer différents facteurs de transcription. 
 
Figure 13 : Voies de signalisation RAS/RAF/MEK/ERK 
Issue de : The RAF proteins take centre stage (Wellbrock – 2004) 
3. Signaux de survie et de prolifération activés par la voie 
RAS/RAF/MEK/ERK 
Les kinases ERK1/2 jouent un rôle primordial dans la progression du cycle cellulaire. Sur des 
fibroblastes, l’expression d’un ARN anti-sens ou d’un mutant de ERK non phosphorylable 
réduit considérablement la croissance cellulaire [78]. Ces résultats ont été confirmés, en 
utilisant des inhibiteurs pharmacologiques de MEK [79, 80]. ERK régule aussi la progression 
du cycle cellulaire, notamment la transition G1/S [81]. Il augmente l’expression de la cycline 
D1 par l’intermédiaire de c-FOS [82].  
ERK augmente le taux de traduction, en phosphorylant l’un de ses substrats direct : la kinase 
MNK1, qui elle-même phosphoryle le facteur d’initiation de la traduction eIF4E. Cette 
phosphorylation augmente son affinité pour les ARN messagers [83]. mTOR joue aussi un rôle 
important dans la régulation de la traduction protéique. Bien que la voie canonique d’activation 
situe mTOR en aval de la voie PI3K/AKT, la kinase ERK est également capable d’activer 
indirectement mTOR. Elle inhibe par phosphorylation la protéine TSC2, dissociant le 
complexe TSC1/TSC2, régulateur négatif de mTOR [84]. 
La voie RAS/RAF/MEK/ERK promeut également la survie, en ciblant les protéines pro-
apoptotiques de la famille BCL-2. De la même façon que le voie PI3K/AKT, la voie ERK 
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induite une phosphorylation de BAD sur la sérine 112, entrainant une inactivation par 
séquestration par la protéine 14.3.3 [85]. L’activation de la cascade RAS/RAF/MEK/ERK 
peut aussi conduire à la phosphorylation de la protéine pro-apoptotique BIM sur la sérine 69, 
entrainant d’une part sa dissociation des protéines anti-apoptotiques BCL-2, BCL-xL et MCL-1 
qui pourront inhiber les effecteurs BAX et BAK (voir Partie III), et d’autre part une 
dégradation après ubiquitilation et adressage au protéasome [86]. Il a aussi été démontré que la 
kinase ERK, tout comme AKT, pouvait inactiver la pro-caspase 9 par phosphorylation [87]. 
4. Dérégulations associées aux cancers 
La voie des MAPK est fréquemment dérégulée dans les cancers. Il peut s’agir d’un mécanisme 
indirect relayé par un récepteur à activité tyrosine kinase activé constitutivement. Il peut 
également s’agir d’un mécanisme direct, pouvant déréguler un des membres de cette cascade de 
signalisation. 
Des mutations activatrices de RAS sont retrouvées dans environ 30% des leucémies aiguës 
myéloïdes [88]. 
Des mutations activatrices de B-RAF ont été mises en évidence dans les mélanomes et dans 
certaines tumeurs de la thyroïde et du colon [89]. 
Les mutations de RAS et de RAF sont mutuellement exclusives, suggérant que les deux 
protéines interviennent dans la même voie de signalisation et que l’activation d’une seule 
d’entre elles est suffisante. 
D. Voie JAK/STAT 
La voie JAK/STAT joue un rôle important dans la répression de l’activation des cellules 
immunitaires. Elle est généralement activée par des RTK, notamment les récepteurs au 
cytokines ou interférons (IL-2, IL-3, IFNγ….)[90]. 
1. Les protéines JAKs 
La famille des Janus Kinase est composée de quatre membres : JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2. 
Elles ont une structure commune : un domaine catalytique en C-terminal suivi d’un domaine 
pseudokinase. La région N-terminal comprend un domaine d’interaction avec les récepteurs 
aux cytokines, nommé FREM. Il permet la liaison JAK/récepteur indépendamment de l’état 
d’activation du récepteur.  
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2. Les protéines STAT 
La famille des STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription) comprend 7 
protéines : STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b, STAT6. Ce sont des facteurs 
de transcription, présent dans le cytoplasme et relocalisés au niveau nucléaire après activation. 
Elles possèdent toutes un domaine SH2 et un domaine de liaison à l’ADN. 
3. Mécanisme d’activation 
La fixation d’un ligand sur un récepteur à cytokine va entrainer une dimérisation du récepteur 
et des modifications conformationnelles permettant l’exposition des domaines de 
phosphorylation. Les kinases JAK, déjà en interaction avec le récepteur vont pouvoir s’auto-
activer et phosphoryler les résidus tyrosine situés sur le domaine catalytique de JAK. Les STAT 
seront ensuite recrutées, via leur domaine d’interaction SH2 et phosphorylées à leur tour par 
les JAKs. Cette phosphorylation conduira à un détachement  des protéines STAT dimérisées et 
à une relocalisation nucléaire [91]. 
Il existe plusieurs inhibiteurs endogènes de la voie JAK/STAT dont les protéines de la famille 
SOCS (Suppressor Of Cytokine Signalling) qui se lient aux kinases JAK et bloquent la boucle 
d’activation catalytique, empêchant ainsi la transmission du signal vers les STATs [92]. La 
protéine CIS prévient également la phosphorylation de STAT par les JAKs. Les protéines de la 
famille PIAS inhibe les STAT par réaction de sumoylation [93]. 
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 Figure 14 : Voie JAK/STAT 
Issue de : The JAK/STAT Pathway (Harrison – 2012) 
4. Conséquences de l’activation de la voie JAK/STAT 
Les STATs présentent des affinités pour des gènes dont l’expression intervient dans les 
mécanismes de prolifération, de différenciation ou de survie. Ils induisent l’expression de 
certaines cyclines et de MYC, ou de protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2, tel que 
BCL-xL et MCL-1 [94-96]. 
5. Dérégulations associées au cancer 
Des mutations activatrices de JAK2 sont retrouvées chez la majorité des patients atteints de 
polycythémie vraie et chez près de 50% des patients atteints de thrombocytémie essentielle 
[97]. Des mutations somatiques de JAK1 de type gain de fonction ont récemment été 
identifiées chez plus de 15% des leucémies aiguës lymphoïdes à cellules T de l’adulte [98]. 
Une suractivation de la voie JAK/STAT peut aussi être expliquée par une perte d’expression 
des régulateurs négatifs de la voie. C’est le cas de SOCS1, pour lequel des mutations de types 
perte de fonctions ont été retrouvée dans le lymphome de Hodgkin [99]. Il existe aussi des 
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régulations épigénétiques d'extinction d'expression de facteurs SOCS dans des lymphomes et 
tumeurs solides. 
E. Voie Src kinases 
La famille des Src kinases (SFK : Src kinases family) comprend 9 protéines cytoplasmiques à 
activité tyrosine kinase. Elles jouent un rôle essentiel dans la transduction du signal. Une 
activation excessive de c-Src est retrouvée dans de nombreux types tumoraux (poumon, sein, 
colon…) [100]. Elle favorise la progression tumorale en agissant sur différents mécanismes : 
apoptose, prolifération, migration ou angiogenèse.  
c-Src est le premier membre à avoir été identifié. Sa découverte remonte à 1950, quand il a été 
démontré que le virus RSV (Rous Sarcoma Virus) induisait une transformation tumorale dans 
les fibroblastes embryonnaires de poulet [101]. Le séquençage de v-Src et la compréhension de 
ses propriétés de signalisation ont permis d’identifier c-SRC comme un proto-oncogène 
humain [102]. La fonction du domaine SH2 (Src Homology 2), pour la reconnaissance des 
tyrosines phosphorylées, est découverte en 1986 [103]. 
1. Structure et activation 
Les 9 membres de la famille Src : c-SRC, YES, FYN, LYN, LCK, HCK, FGR, BLK, et YRK 
sont composés de la même façon : ils possèdent tous les domaines SH1, SH2, SH3 et SH4. c-
Src étant le plus connu et le mieux décrit, je l’utiliserais comme modèle pour décrire la 
structure et le mode d’activation des SRC kinases. 
Le domaine SH1 correspond au domaine catalytique, auto-phosphorylé suite à l’activation de 
c-SRC. Le domaine SH2 se lie aux résidus tyrosine phosphorylés. Le domaine SH3 permet la 
liaison aux domaines riches en proline et assure les interactions protéines-protéines. Le 
domaine SH4 comprend une séquence de myristoylation, nécessaire pour la localisation 
membranaire. c-SRC comprend également une région de régulation négative située en C-
terminal [102]. 
A l’état inactif, le domaine SH2 est lié à la tyrosine phosphorylée Y530, situé en C-terminal et 
la protéine arbore une conformation « fermée ». L’activation de c-SRC nécessite une 
modification conformationnelle : le domaine SH2 doit se délier de la tyrosine Y530 pour 
permettre une conformation « ouverte » et l’accès au domaine catalytique SH1. La kinase CSK 
(C-terminal Src kinase) est responsable de la phosphorylation de la tyrosine Y350 et de la 
conformation inactive de c-SRC [104]. 
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Plusieurs mécanismes peuvent conduire à l’activation de c-SRC : une déphosphorylation de la 
tyrosine Y530 ou une activation des RTK qui entrainera une liaison du domaine SH2 aux 
tyrosine phosphorylées du récepteur. 
 
Figure 15 : c-SRC sous conformation inactive/active 
Issue de : “SRC kinases as therapeutic targets for cancer” (Kim – 2009) 
2. Rôle de c-SRC dans la progression tumorale. 
c-SRC facilite la mobilité et l’invasion des cellules tumorale. Elle joue un rôle important dans 
l’adhésion cellulaire en régulant les jonctions adhérentes et les adhésions focales [102]. Elle est 
aussi impliquée dans l’expression des métalloprotéases matricielles (MMP) et contribue ainsi à 
la rupture de la matrice extracellulaire. 
3. Dérégulations associées aux cancers 
L’activation dérégulée de c-SRC peut être due à une perte de l’auto-inhibition. Une diminution 
d’expression de la kinase CSK a été observée dans les carcinomes hépatocellulaires [105]. 
Certaines phosphatases, et en particulier CPT1B, sont à l’origine de la déphosphorylation de la 
tyrosine Y350 [106, 107]. 
L’activation constitutive ou la surexpression d’un RTK tel que l’EGFR ou le PDGFR conduit 
également à une augmentation de l’activité des SRC [108, 109]. 
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PARTIE III : APOPTOSE  
I. INTRODUCTION 
A. Généralités 
L’apoptose ou mort cellulaire programmée est un phénomène actif, très finement régulé. 
Egalement appelé « suicide cellulaire », l’apoptose permet l’élimination des cellules inutiles ou 
potentiellement dangereuses pour l’organisme [110]. Des études menées sur Caenorhabditis 
elegans et Drosophila melanogaster ont montré qu’il s’agissait d’un processus conservé au cours de 
l’évolution et indispensable au développement et à l’homéostasie des organes dans les 
organismes pluricellulaires. L’apoptose participe notamment à l’élimination des lymphocytes 
auto-immuns lors de la lymphopoïèse ou des espaces interdigitaux lors de l’embryogénèse. Elle 
est également impliquée dans différentes pathologies. Les maladies neuro-dégénératives sont 
caractérisées par un excès d’apoptose alors qu’au contraire, des dysfonctionnements 
conduisant à la perte de réponse apoptotique sont retrouvés dans les cellules cancéreuses [111, 
112]. Actuellement, l’induction de l’apoptose, par des agents chimiothérapeutiques dit « ciblés » 
constitue un enjeu majeur dans la lutte contre le cancer. 
Il existe deux grandes voies d’apoptose. La voie extrinsèque est régulée par les récepteurs de 
mort et activée suite à la liaison de ligands (Fas ligand ou TNF) sur leurs récepteurs. La voie 
intrinsèque est régulée au niveau mitochondriale par les protéines de la famille BCL-2 et activée 
suite à un dommage à l’ADN ou une activation d’oncogène. Au cours de ma thèse, je me suis 
essentiellement intéressée à l’apoptose mitochondriale. L’apoptose extrinsèque ne sera donc 
développée que succinctement. 
B. Modifications morphologiques 
En plus des caractéristiques moléculaires, qui seront abordées plus loin, une cellule 
apoptotique est identifiable par des modifications morphologiques bien spécifiques. Observées 
pour la première fois en 1972, elles ont permis d’identifier une mort cellulaire différente de la 
nécrose, puisqu’elle se produit sans perte de l’intégrité cellulaire, ni destruction de la membrane 
cytoplasmique donc sans fuite du contenu cellulaire dans le milieu extracellulaire ni réaction  
inflammatoire [110]. Qu’elle soit d’origine intrinsèque ou extrinsèque, on observe une 
condensation du noyau, une fragmentation de l’ADN, la formation de lobes, et pour finir, le 
fractionnement en corps apoptotiques, qui seront éliminés par les macrophages [113]. 
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L’apoptose est ainsi une mort « propre », ne provoquant pas d’inflammation, contrairement à la 
nécrose. 
 
Figure 16 : Modifications morphologiques au cours de l’apoptose  
II. APOPTOSE INTRINSEQUE 
A. Protéines de la famille BCL-2 
L’apoptose intrinsèque est régulée au niveau mitochondriale par les protéines de la famille 
BCL-2, qui compte actuellement 21 membres répartis en trois catégories : les protéines anti-
apoptotiques et les protéines pro-apoptotiques qui rassemblent les protéines à domaine BH3 
seul et les effecteurs de l’apoptose [114]. Ces protéines ont la capacité de former des homo- et 
hétérodimères. Elles sont caractérisées par la présence de domaines d’homologie à la protéine 
BCL-2 : les domaines BH (BCL-2 Homology), numérotés de 1 à 4. 
55 
 
Figure 17 : Protéines de la famille BCL-2 et domaines BH 
Issue de : “Inhibitors of the anti-apoptotic Bcl-2 proteins: a patent review” (Bajwa-2012) 
1. Les protéines anti-apoptotiques 
1. 1 Présentation 
Chez l’homme, il existe dans cette famille cinq protéines anti-apoptotiques : BCL-2, BCL-XL, 
BCL-W, MCL1 et A1. Le gène BCL-2 (B-Cell Lymphoma-2) a été découvert suite à l’étude des 
lymphomes folliculaires à cellules B. La translocation t(14;18) place le gène BCL-2 en aval du 
promoteur de la chaine lourde des immunoglobulines, conduisant à une transcription excessive 
dans les lymphocytes B [115]. Il a ensuite été observé que la surexpression de BCL-2 ne 
conduisait pas à une augmentation de la prolifération, comme la majorité des oncogènes 
connus jusque-là, mais à une résistance à la mort cellulaire [116]. Cette découverte a conduit au 
nouveau concept selon lequel une dérégulation de l’apoptose était une étape essentielle à la 
tumorigénèse.  
Les protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2 possèdent les 4 domaines BH [117]. 
Différentes études ont démontré une localisation de BCL-2 au niveau des membranes 
nucléaires, mitochondriales ou du réticulum endoplasmique [118, 119], tandis que BCL-xL et 
BCL-W sont uniquement retrouvées au niveau mitochondrial [120, 121].  
Les protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2 possèdent une poche hydrophobique, 
formée des domaines BH1, BH2 et BH3, leur permettant d’interagir avec les protéines pro-
apoptotiques à domaine BH3 seulement, inhibant ainsi leur capacité à induire la mort cellulaire 
[122]. 
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Le rôle oncogénique de BCL-2 et de ses homologues a largement été démontré, par l’utilisation 
de techniques de surexpression ou de modification génétique. La surexpression d’une des 
protéines anti-apoptotiques protège contre les effets cytotoxiques de nombreux stimuli. Elles 
sont surexprimées dans certains cancers et constituent une cible thérapeutique intéressante. 
Des petites molécules inhibitrices de BCL-2 ou des oligonucléotides anti-sens dirigés contre 
l’ARNm de BCL-2 ont montré des résultats prometteurs (partie IV). 
1. 2 Régulation des protéines anti-apoptotiques 
La transcription de BCL-xL peut être activée par la voie JAK-STAT, en réponse à la 
stimulation des récepteurs aux cytokines [123]. L’expression de BCL-2 peut être réduite après 
dégradation de l’ARNm par des microARN [124]. Son activité peut également être régulée par 
phosphorylation. Il a été démontré que la phosphorylation de la sérine 70 favorisait le rôle anti-
apoptotique de BCL-2 [125], alors que la phosphorylation d’autres sites provoquait l’effet 
inverse [126, 127]. D’autres études ont démontré que BCL-2 pouvait être inactivée après 
clivage par les caspases [128]. MCL-1 est très rapidement dégradée par le protéasome [129]. 
2. Les protéines pro-apoptotiques 
2. 1 Les protéines à domaine BH3 seulement 
a. Présentation 
Il existe huit protéines à domaine BH3 seul chez l’homme : BIM, BID, PUMA, NOXA, BAD, 
BMF, HRK et BIK. Elles sont majoritairement localisées au niveau cytoplasmique. Le domaine 
BH3 est organisé sous forme d’hélice alpha, qui s’intercale dans la poche hydrophobique des 
protéines anti-apoptotiques [130, 131] pour neutraliser leur activité.  
L’expression de BH3OP est modifiée par de nombreux agents chimiothérapeutiques. Leur 
expression peut suffire à induire l’apoptose, de façon directe ou indirecte. Actuellement, les 




Figure 18 : Activation des protéines à domaine BH3 seulement 
Issue de : “Life in the balance: how BH3-only proteins induce apoptosis” (Willis – 2005) 
 
b. Régulation des BH3OP 
Dans des conditions normales, en absence de stress, le niveau de BH3OP est très faible. 
Plusieurs stimuli apoptotiques sont capables d’induire la transcription de ses protéines. Par 
exemple la transcription de NOXA et PUMA est augmentée après un dommage à l’ADN, via 
le facteur de transcription p53 [132, 133]. La transcription de BIM ou de PUMA est régulée par 
FOXO3a (Forkhead box transcription factor) en cas de privation en facteur de croissance [134, 
135]. 
Des régulations post-transcriptionnelles, au niveau ARN messager ont également été 
rapportées. Le rôle des micro-ARN est de plus en plus étudié, et parmi eux, le cluster miR 17-
92 pourrait intervenir dans la stabilité de l’ARN messager de BIM [136, 137]. 
Il existe aussi un niveau de régulation post-traductionnel. Dans une cellule saine, BAD est 
phosphorylé par la kinase AKT, et séquestré par la protéine chaperonne 14.3.3. Son activation 
nécessite une perte de phosphorylation [138]. BID est activé suite à un clivage par la caspase 8 
[139]. La phosphorylation de BIM par les kinases ERK1/2 conduit son adressage au 
protéasome [140]. 
2. 2 Les effecteurs BAX, BAK 
a. Présentation 
Les protéines BAX et BAK ont une expression ubiquitaire et jouent un rôle essentiel dans 
l’apoptose mitochondriale. Cette sous classe des effecteurs de l’apoptose comporte un 
troisième membre : BOK, moins bien connu et présent dans les tissus de la reproduction. 
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Dans une cellule saine, BAX et BOK sont localisés au niveau cytoplasmique, sous forme 
monomérique et sous une conformation inactive [141]. Après activation et modification 
conformationnelle, ils sont relocalisés au niveau de la membrane externe mitochondriale [142]. 
BAK est constitutivement présent au niveau de la membrane mitochondriale sous forme 
inactive. Le stimulus d’activation conduit également à une modification conformationnelle 
[143]. L’activation de BAX et BAK entraine une dimérisation au niveau de la membrane 
externe mitochondriale et la formation de pores. Cette perméabilisation est suivie de la 
libération de facteurs pro-apoptotiques, mais le mécanisme est encore controversé. Selon un 
premier modèle, BAX et BAK seraient capables, par eux-mêmes de former des canaux. Il a été 
observé que des oligomères de BAX pouvait former des pores à la surface des liposomes et 
permettre ainsi la libération du cytochrome c [144, 145]. De plus, il apparait que les 
mitochondries des cellules en apoptose possèdent des nouveaux canaux [146]. Un second 
modèle propose que les protéines BAX et BAK s’associent avec des pores de perméabilité 
transitoire déjà présents, comme les VDAC (voltage-dependent anion channel), pour former 
des canaux plus larges [147].  
De nombreuses études utilisant des modèles murins déficients en BAX ou BAK ont démontré 
qu’un seul des effecteurs suffisait au bon déroulement du processus apoptotique. Par contre, la 
perte simultanée de BAX et BAK est létale durant les premiers stades du développement 
embryonnaire et bloque la majorité des réponses aux stimuli cytotoxiques à l’échelle cellulaire 
[148, 149]. Ces deux effecteurs sont essentiels à l’apoptose induite par les protéines à domaine 
BH3 seul [150]. 
b. Régulation des effecteurs BAX et BAK 
En présence de stimuli pro-apoptotiques, la transcription de BAX est déclenchée par p53, 
permettant de faire pencher la balance BAX/BCL-2 en faveur de l’apoptose [151]. Il a aussi été 
démontré que la fraction cytosolique de p53 pouvait directement activer BAX [152]. 
Dans une cellule saine, BAX peut être séquestré par les protéines chaperonne Ku70 ou 14.3.3 
[153, 154]. Lors de l’apoptose, il est libéré après acétylation de Ku70 ou phosphorylation de la 
14.3.3 dépendante de JNK (c-Jun N-Terminal kinase) [155, 156]. Au laboratoire, il a aussi été 
démontré que l’inhibition du protéasome provoquait une accumulation de BAX et augmentait 
l’apoptose induite par l’idarubicine dans des cellules de LAM [157]. 
En dépit d’une localisation membranaire, BAK est sous une conformation inactive dans les 
cellules saine. Il existe un niveau de régulation par phosphorylation : il apparait que dans une 
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cellule saine, BAK est hautement phosphorylé, et que la perte de phosphorylation, en 
particulier sur la tyrosine 108, est indispensable pour son activation [158]. 
Au-delà des modes de régulations cités, les modifications conformationnelles de BAX et BAK 
sont essentielles à leur activation. Par exemple, la région C-terminale de BAX comprend le 
domaine d’insertion à la membrane, enfermé dans une poche hydrophobique dans une cellule 
saine, et exposé lors de l’apoptose. De la même façon, le domaine BH3 de BAX et BAK est 
inaccessible dans leurs conformations inactives. Des modifications conformationnelles 
permettent son exposition, permettant l’oligomérisation des protéines et la formation des pores 
mitochondriaux [159]. 
c. Activation des effecteurs 
Modèle d’activation directe : Dans ce modèle, les BH3OP sont divisés en deux sous-
catégories : les activateurs BIM, tBID ou PUMA et les sensibilisateurs NOXA, BAD, HRK ou 
BIK. Ainsi, dans une cellule saine, les effecteurs BAX et BAK sont sous une conformation 
inactive et les BH3OP sont séquestrés par les protéines anti-apoptotiques [160]. En réponse à 
un stimulus apoptotique, le taux d’expression ou la disponibilité des BH3OP est augmenté. Les 
sensibilisateurs vont se lier aux protéines anti-apoptotiques, permettant la libération des 
activateurs qui pourront activer BAX et BAK. 
Les études démontrant une interaction directe entre les domaines BH3 de BIM ou de tBID 
avec BAX n’ont été réalisées que sur des systèmes acellulaires [161, 162]. Ce modèle 
d’activation directe est également remis en cause par le fait que seul l’isoforme minoritaire de 
BIM serait capable d’interagir avec BAX [163], et qu’aucunes de BH3OP dites « activatrices » 
ne sont retrouvées dans les complexes oligomériques formés par BAX et BAK dans les cellules 
apoptotiques [164]. 
Modèle d’activation indirecte : Dans ce modèle, les effecteurs BAX et BAK sont sous 
conformation active mais séquestrés par les protéines anti-apoptotiques. En réponse à un 
stimulus apoptotique, l’expression ou la disponibilité des BH3OP est augmentée. Elles 
interagissent alors avec les protéines anti-apoptotiques et permettent la libération des effecteurs 
BAX et BAK. Ce modèle est appuyé par plusieurs démonstrations d’une interaction entre les 
protéines anti-apoptotiques et des BH3OP comme BIM ou BAD [165]. 
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Figure 19 : Schématisation des deux modèles d’activation de BAX ou BAK 
D’après : “Life in the balance: how BH3-only proteins induce apoptosis” (Willis – 2005) 
3. Interactions entre les protéines de la famille BCL-2 
Différentes études ont démontrées que les affinités entre les protéines anti-apoptotiques et les 
protéines à domaine BH3 seulement étaient variables. En effet, il apparait que BIM et PUMA 
sont capables de se lier à toutes les protéines anti-apoptotiques, alors que NOXA présente une 
affinité pour A1 ou MCL-1 [165]. Les conséquences des différentes affinités d’interaction sont 
développées dans la partie IV.  
 
Figure 20 : Affinité entre les protéines anti-apoptotiques et les BH3OP 
Issue de : The Bcl-2 apoptotic switch in cancer development and therapy (Adams – 2007) 
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B. La mitochondrie : 
C’est l’élément central de l’apoptose intrinsèque. Elle joue aussi un rôle central dans le 
métabolisme énergétique par sa capacité à transformer les molécules organiques en ATP.  
Elle est formée de 2 membranes mitochondriales séparées par un espace inter-membranaire 
qui renferme les acteurs post-mitochondriaux impliqués dans la réponse apoptotique. 
L’activation des effecteurs BAX et BAK conduit à la formation de pores sur la membrane 
externe mitochondriale, permettant la relocalisation cytoplasmique du cytochrome c, qui 
associé à Apaf-1 et à la pro-caspase 9 pour former l’apoptosome, va conduire à l’activation en 
cascade des caspases et à la destruction de la cellule [166]. 
 
Figure 21 : Apoptosome 
Issue de : « Cytochrome c: functions beyond respiration » (Ow – 2008) 
D’autres facteurs sont libérées de la mitochondrie : AIF, endonucléase G, SMAC/DIABLO et 
HtrA2/OMI. Leur rôle sera décrit plus tard. 
La formation de pores dans la membrane externe mitochondriale est décrite comme un point 
de non-retour du processus apoptotique. Même si les étapes en aval ne sont pas exécutées, la 
perte du « réservoir énergétique » de la cellule conduira dans la majorité des cas à la mort 
cellulaire [167]. 
III. L’APOPTOSE EXTRINSEQUE 
La voie extrinsèque de l’apoptose est régulée par les récepteurs de mort. Ils appartiennent à la 
superfamille du récepteur au TNF (Tumor Necrosis Factor). Ce sont des récepteurs 
transmembranaires composés :  
§ d’un domaine N-terminal extracellulaire de liaison au ligand. 
§ d’un domaine C-terminal intracellulaire qui comprend une région DD (Death Domain), 
§ d’un domaine transmembranaire 
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Les récepteurs FAS, TNFR-1, TRAIL-R1 (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand receptor 
1) et TRAIL-R2 sont les récepteurs les mieux connus. Ils fonctionnent tous selon le même 
mode d’activation.  
Les récepteurs de mort sont présents sous forme de trimères inactifs. L’activation, via la 
fixation d’un ligand spécifique (FAS ligand/FAS-R, TNF/TNFR-1, TRAIL/TRAIL-R) induira 
le recrutement de protéines adaptatrices. Ces protéines, variables selon le récepteur (FADD : 
Fas Associated protein avec Death Domain, TRADD : TNF Receptor  Associated protein 
avec Death Domain) permettront ensuite le recrutement puis l’activation des pro-caspases 8 ou 
10. Le complexe résultant de ces interactions est appelé complexe DISC (Death Inducing 
Signaling Complex). 
 
Figure 22 : Activation des récepteurs de mort 
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IV. LES CASPASES 
Les caspases (pour cysteine-dependent aspartate-specific protease) sont des protéases à 
cystéines, jouant un rôle central dans l’inflammation et l’apoptose. Elles reconnaissent des 
motifs tétra peptidiques et clivent leurs substrats après un résidu asparagine. Leur expression 
est ubiquitaire. 
A. Structure et classification 
Toutes les caspases possèdent une structure commune, sous forme de zymogènes inactifs. 
Elles sont composées d’un pro-domaine N-terminal suivi du domaine catalytique formé d’une 
sous-unité longue de 20kD environ et d’une sous-unité courte de 10kD [168]. 
Chez l’homme, il existe 14 caspases. En fonction de la structure du pro-domaine et de leurs 
fonctions, elles sont classées en trois groupes : inflammation, caspases initiatrices de l’apoptose 
et caspases effectrices de l’apoptose. 
 
Figure 23 : Classification des caspases 
Issue de : « Caspases : pharmacological manipulation of cell death » (Lavrik – 2005) 
Nous nous intéresserons seulement aux caspases jouant un rôle dans la mort cellulaire. 
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1. Les caspases initiatrices 
Les caspases initiatrices sont caractérisées par la présence d’un long pro-domaine, porteur de 
motifs structuraux appartenant à la superfamille des domaines de mort. Il en existe deux : le 
domaine DED (Death Effector Domain) et le domaine CARD (caspase activation and 
recruitment domain) [169]. Ces domaines permettent l’interaction des pro-caspases avec des 
protéines adaptatrices, pour former des complexes variables selon la voie d’activation. 
Les pro-caspases 8 et 10 possèdent un domaine DED. Les pro-caspases 2 et 9 possèdent un 
domaine CARD.  
2. Les caspases effectrices 
Les caspases -3, -6 et -7 sont caractérisées par la présence d’un pro-domaine court. Elles sont 
activées par les caspases initiatrices et responsables de la dégradation cellulaire. 
B. Activation 
Dans une cellule saine, les caspases sont sous formes de zymogènes inactifs, et sont nommées 
pro-caspases. Qu’elles soient initiatrices ou effectrices, leur activation nécessite l’élimination du 
pro-domaine par clivage, puis la séparation des deux sous-unités[170]. L’association de deux 
couples de sous-unités forme la caspase active. 
 
Figure 24 : Activation des caspases 
Issue de : “Caspases: key players in programmed cell death” (Grütter – 2000) 
Les caspases initiatrices sont activées par dimérisation, après recrutement par les protéines 
adaptatrices. L’activation de la pro-caspase 9 nécessite la formation de l’apoptosome. Dans ce 
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complexe, Apaf-1 permet le recrutement de la pro-caspase 9 [171]. Les pro-caspase 8 et 10 
sont recrutées au niveau des récepteurs de mort, par l’intermédiaire de la protéine FADD, pour 
former le complexe DISC (death-inducing signaling complex) [172]. L’augmentation de la 
concentration locale en caspases conduit à leur clivage et leur activation 
Une fois activées, les caspases initiatrices seront capables d’activer par clivage, les caspases 
initiatrices 3, 6 et 7. 
C. Substrats des caspases. 
Il existe plus de 400 substrats des caspases, mais tous ne jouent pas un rôle dans la mort 
cellulaire [173]. Parmi ceux impliqués dans l’apoptose, on retrouve des protéines anti-
apoptotiques, des régulateurs du cycle cellulaire. Les plus connus, interviennent dans le clivage 
et la réparation de l’ADN [174].  
A l’état normal, la protéase CAD (Caspase Activated DNase) est sous forme inactive via son 
interaction avec ICAD (inhibitor of CAD). Le clivage d’ICAD par les caspases effectrices -3 et 
-7 permet la libération de CAD et la dégradation de l’ADN [175].  
PARP (poly ADP-ribose polymerase) est l’un des premiers substrats des caspases à avoir été 
identifié. Il est impliqué dans la réparation de l’ADN et est inactivé après clivage par la caspase 
3 activée [176]. 
V. BID : LIEN ENTRE APOPTOSE INTRINSEQUE ET 
EXTRINSEQUE 
BID appartient aux protéines de la famille BCL-2. C’est un BH3OP, localisé au niveau 
cytoplasmique et inactif à l’état natif. Son activation résulte d’un clivage par la caspase 8, 
activée par la voie des récepteurs de mort. C’est la forme tronquée de BID qui détient une 
activité pro-apoptotique. Elle agit comme les autres BH3OP, c’est-à-dire en activant les 
effecteurs de l’apoptose BAX et BAK. 
BID constitue donc un pont entre l’apoptose extrinsèque et l’apoptose mitochondriale. Son 
activation permet d’augmenter la réponse apoptotique [139, 177]. 
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VI. LES INHIBITEURS DE L’APOPTOSE : IAP 
A. Généralités 
Les IAP (Inhibitor of Apoptosis Proteins) ont été identifiés pour la première fois chez 
Baccalovirus, en 1991 [178] et sont les inhibiteurs endogènes des caspases. Ils bloquent 
spécifiquement les caspases -3, -7 et -9. Les membres de cette famille se comptent aujourd’hui 
au nombre de 8 et sont caractérisés par la présence de 1 à 3 domaines BIR (baculovirus IAP 
repeat) indispensables aux fonctions des IAPS et responsables de la liaison aux caspases et de 
leur inhibition [179].  
Certains IAP (c-IAP1, c-IAP2, XIAP et ML-IAP) portent également un domaine RING et ont 
une activité ubiquitine ligase E3, une fonction importante pour le rôle dans la survie [180]. 
cIAP1 et cIAP2 portent également un domaine CARD (caspase recruitment domain), dont le 
rôle est actuellement inconnu. 
 
Figure 25 : Classification des IAPs. 
Issue de : “IAP proteins: blocking the road to death's door” (Salvesen – 2002) 
B. XIAP 
XIAP (X chromosome-linked IAP) est le membre le mieux caractérisé. Son rôle anti-
apoptotique est médié par sa capacité à inhiber de nombreuses caspases. Le troisième domaine 
BIR interagit avec la petite sous-unité du domaine catalytique de la caspase 9, 
préférentiellement sous sa forme activée [181]. XIAP est également capable d’inhiber les 
caspases -3 et -7, par interaction avec une région précédant le second domaine BIR [182, 183]. 
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Cette interaction permet de masquer le domaine actif des caspases et d’inhiber ainsi leur 
activité. 
 
Figure 26 : Interaction XIAP/caspases 
Issue de : “IAPs, RINGs and ubiquitylation” (Vaux – 2005) 
C. Régulation des IAPS 
L’expression des IAPs est finement régulée au niveau transcriptionnel. En conditions de stress, 
l’activation du facteur de transcription NFkB conduira à l’expression de XIAP et cIAP2 [184, 
185]. L’expression de la survivine dépend des phases du cycle cellulaire [186] et l’on sait 
également que cette protéine est principalement présente durant les phases de développement 
embryonnaire. 
Il existe également une régulation au niveau protéique. Certains IAPs portent un domaine 
RING, présentant une activité ubiquitine ligase. Par exemple il a été démontré, pour XIAP, 
que la cible de l’ubiquitine ligase était XIAP lui-même [187]. Elle permet un adressage du 
complexe IAP/caspase vers le protéasome. 
Il existe aussi des protéines régulatrices des IAPs : SMAC/DIABLO et Htra2/OMI. 
D. Inhibiteurs des IAPs 
1. SMAC/DIABLO 
SMAC (second mitochondrial activator of caspases)/DIABLO (Direct IAP binding protein 
with low pl) est un inhibiteur endogène des IAPS. C’est une protéine située dans l’espace inter-
membranaire mitochondrial, libérée dans le cytoplasme lors de l’apoptose. 
SMAC/DIABLO possède un motif IBM (IAP Binding Motif), qui assure son rôle d’inhibiteur 
des IAPs. Par exemple, le motif IBM s’associe sur XIAP, au même endroit que la caspase 9 
[181]. Ainsi, la liaison de SMAC/DIABLO à XIAP permet la libération de la caspase 9, et 
favorise sont activation. 
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2. HtrA2/OMI 
HtrA2/OMI est une sérine protéase, située dans l’espace inter-membranaire de la 
mitochondrie, où elle joue un rôle de chaperonne pour les protéines mitochondriales mal 
constituées. 
Elle est également relocalisée au niveau cytoplasmique lors de l’apoptose et s’associe aux IAP 
via un motif IBM. La présence d’une activité protéase lui confère un rôle dans la dégradation 
des IAPs auxquelles elle s’associe, notamment XIAP [188, 189]. 
VII. AUTRES PROTÉINES IMPLIQUÉES DANS L’APOPTOSE 
A. AIF 
AIF (Apoptosis Inducing Factor) est impliquée dans la mort cellulaire, indépendamment des 
caspases. Il est situé dans l’espace inter-membranaire de la mitochondrie et est relocalisé au 
niveau cytoplasmique puis nucléaire après perméabilisation de la membrane externe 
mitochondriale. Dans le noyau, AIF induit une condensation de la chromatine et un clivage de 
l’ADN, en fragments de haut poids moléculaire (50Kb) [190]. 
B. Endonucléase G 
L’endonucléase G est également localisée au niveau de l’espace inter-membranaire de la 
mitochondrie. Elle est relocalisée au niveau nucléaire lors de l’apoptose, et induit un clivage de 
l’ADN. Comme l’AIF, elle est décrite comme appartenant à une voie apoptotique 
indépendante des caspases [191]. 
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PARTIE IV : THERAPIES CIBLEES 
I. INTRODUCTION 
A. Généralités 
Au début des années 1990, l’étude des mécanismes conduisant à la tumorigénèse a permis la 
mise en évidence d’anomalies biologiques spécifiques des cellules cancéreuses, de cibles 
thérapeutiques potentielles et le développement de thérapies dites « ciblées ». Par opposition 
aux chimiothérapies classiques, qui agissent avec une spécificité relative sur les cellules à 
prolifération excessive, les chimiothérapies ciblées sont beaucoup plus spécifiques de la cellule 
cancéreuse. En 2000, Hanahan et Weinberg ont schématisé les anomalies redondantes de la 
cellule cancéreuse, divisées en 6 caractéristiques (Partie I). Aujourd’hui, chacune d’elle peut être 
inhibée par thérapie ciblée. 
Ces nouvelles molécules ciblent majoritairement les voies de transduction du signal, pour 
lesquels les protéines à activité kinase sont des éléments centraux. De très nombreux 
inhibiteurs de kinase ont été développés, et certains ont pu remplacer les chimiothérapies 
classiques. L’engouement pour les inhibiteurs de kinase a été amplifié par la « success-story » de 
l’imatinib et du géfitinib, utilisés respectivement pour traiter les patients atteints de leucémie 
myéloïde chronique et de cancer du poumon non à petites cellules. 
Une meilleure compréhension de la machinerie apoptotique a également conduit au 
développement de molécules mimétiques de protéines pro-apoptotiques, et capables d’induire 
la mort cellulaire dans certains types de cancer, notamment les lymphomes à cellules B. 
Les anticorps monoclonaux constituent une troisième catégorie de thérapie dite ciblée. Ils 
peuvent être dirigés par exemple contre des ligands, comme le VEGF, pour bloquer la 
transduction du signal induite par la liaison ligand/récepteur. On retrouve également des 
oligonucléotides antisens, des ARN interférants, ou encore des aptamères [192]. 
Le nombre de molécules à action anti-cancéreuse ciblée est en constante évolution. Il ne s’agit 
pas dans cette partie de dresser une liste exhaustive de ces molécules mais de développer des 
exemples d’inhibiteurs de kinase et de petites molécules mimétiques, en relation avec le travail 
réalisé. 
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B. Addiction oncogénique 
1. Définition 
Les cellules cancéreuses sont caractérisées par de nombreuses anomalies génétiques et 
épigénétiques. Cependant, leur capacité de survie ou de prolifération est souvent altérée par 
l’inhibition d’un seul oncogène. On parle alors d’addiction oncogénique [193, 194]. Cette idée a 
été appuyée par le fait que l’inhibition d’une seule des anomalies pouvait stopper la 
prolifération et induire même la mort des cellules cancéreuses. Par exemple, chez une souris 
transgénique, l’expression de c-Myc conduit au développement de leucémie aiguë myéloïde. 
L’extinction de c-Myc stoppe la prolifération des cellules  leucémiques, qui se différencient et 
meurent par apoptose [195]. 
 
Figure 27 : Addiction oncogénique 
Les cellules cancéreuses acquièrent des mutations sur des oncogènes ou des gènes suppresseurs de tumeurs 
A, B, C et D. L’inactivation d’un seul des oncogène (A par exemple) peut conduire la cellule cancéreuse à se 
différencier avec un phénotype normal ou à mourir par apoptose en cas d’addiction à l’oncogène A. 
Issue de : Addiction to Oncogenes - the Achilles Heal of Cancer (Weinstein – 2002) 
Actuellement, beaucoup de moyens sont mis en œuvre pour tenter d’identifier le talon 
d’Achille de la cellule cancéreuse, dont l’inhibition conduira à un arrêt de prolifération et à une 
mort par apoptose. 
2. Le choc oncogénique 
La notion de choc oncogénique, proposée par Sharma et Settleman en 2006, part du principe 
qu’un oncogène active à la fois des signaux de survie et de mort, et que l’apoptose induite par 
l’inhibition de cet oncogène serait due à la différence de temps nécessaire à la décroissance de 
ces deux types de signaux [196]. Les signaux de survie s’éteignant plus rapidement que les 
71 
signaux pro-apoptotiques. En fait les signaux de mort ne restent allumés que pendant une 
période assez courte, de quelques heures, qui reste suffisante pour induire la mort de façon 
irrémédiable, en l’absence de signaux de survie. 
 
 
Figure 28 : Différence de durée des signaux de survie ou de mort activés par un oncogène 
Issu de : “Oncogenic Shock: Explaining Oncogene Addiction through Differential Signal 
Attenuation” (Sharma – 2006) 
L’idée qu’un oncogène soit capable d’activer des signaux de mort, et que ceux-ci subsistent 
plus longtemps que les signaux de survie après l’inhibition de l’oncogène, est appuyée par 
plusieurs exemples. Dans des cellules de LMC, l’imatinib permet de réduire très rapidement la 
phosphorylation de BCR-ABL1, alors que la MAPK p38, à fonction pro-apoptotique, reste 
active [197]. Des études sur des fibroblastes de rat, transformés par v-Src ont mené aux mêmes 
conclusions [198]. 
II. INHIBITEURS DE KINASE 
A. Historique 
Le rôle central des kinases, et plus particulièrement des tyrosine kinase, dans la tumorigénèse 
en a fait une cible thérapeutique privilégiée. La leucémie myéloïde chronique a été la première 
pathologie à être spécifiquement associée à une anomalie cytogénétique, conduisant à 
l’expression d’une kinase chimérique constitutivement activée : BCR-ABL1. Devant cette 
découverte, il est apparu évident que l’inhibition de cette kinase constituait un enjeu 
thérapeutique important. En 1993, Anafi et al. lancent un screening de 35 inhibiteurs non 
72 
peptidiques de tyrosine kinase, sur la lignée K562, modèle de LMC, et identifient deux 
composés capables de bloquer l’activité kinase de BCR-ABL1 [199]. Malgré ce succès, les essais 
n’iront jamais jusqu’à la clinique. Trois ans plus tard, Drucker, en collaboration avec la firme 
pharmaceutique Ciba-Geigy, décrit un autre inhibiteur de BCR-ABL1 : CGP57148 (STI, 
Imatinib, Glivec®), agissant par inhibition compétitive de l’ATP [200]. Très vite testé en 
clinique, il obtiendra l’autorisation de mise sur le marché en 2001, pour le traitement de la 
leucémie myéloïde chronique, et deviendra la première thérapie anti-cancéreuse ciblée [201]. 
Les études sur le récepteur à l’EGF ont également contribué à l’essor des inhibiteurs de 
tyrosine kinase (ITK). En effet, même s’il n’est pas systématiquement identifié comme 
responsable du développement cancéreux, il est néanmoins muté dans de très nombreuses 
tumeurs solides. L’inhibition de l’activité tyrosine kinase de l’EGFR est très vite apparue 
comme prometteuse. De nombreuses molécules ont été testées. Le ZD1839 (géfitinib, 
Iressa®), découvert en 1994 [202], a très rapidement montré son effet antiprolifératif, 
particulièrement sur les cancers du poumon non à petites cellules [203]. Il fut le premier ITK à 
être testé en clinique. Cinq ans plus tard, un autre inhibiteur de l’EGFR est mis en avant : 
l’OSI-774 (erlotinib, Tarceva®) [204]. Le géfitinib et l’erlotinib obtiendront leur AMM en 
2004, pour être utilisés en deuxième ligne, après échec des chimiothérapies classiques, sur les 
cancers du poumon non à petites cellules [205, 206].  
B. Mode d’action des inhibiteurs de tyrosine kinase 
Les inhibiteurs de tyrosine kinase se fixent de manière compétitive sur les sites de liaison à 
l’ATP et bloquent l’activation par phosphorylation des tyrosines kinases. Ils permettent un 
arrêt de la transduction du signal en aval de la kinase oncogénique ciblée. 
73 
 
Figure 29 : Mode d’action des ITK – modèle de BCR-ABL1 
Issu de : “Imatinib mesylate -  a new oral targeted therapy” (Savage – 2002) 
Malgré une très bonne efficacité, le mode de fonctionnement de ces ITK de type ATP-
compétitif a montré ses limites. Tout d’abord, le terme «  thérapie ciblée » peut être remis en 
question. En effet, il est très vite apparu que l’imatinib était capable d’inhiber d’autres kinases 
tels que c-KIT ou PDGFR (Platelet-derived growth factor receptor) [207]. Ce manque de 
spécificité est retrouvée avec de nombreux autres ITK et peut aboutir à une atteinte des 
cellules normales.  
La deuxième ombre dans la réussite des ITK concerne l’acquisition des résistances. Dans la 
leucémie myéloïde chronique, des mutations du domaine kinase de BCR-ABL1, empêchant 
l’efficacité de l’imatinib, sont très vite apparues. Le développement d’ITK de deuxième et de 
troisième génération a pu contrer en grande partie ce problème, mais pour combien de temps ? 
Des résistances à l’erlotinib et au géfitinib, du même type, sont également apparues dans les 
cancers du poumon non à petites cellules. 
Des recherches ont été menées pour tenter d’inhiber l’activité d’une kinase dérégulée, de façon 
non ATP-compétitive et de développer des inhibiteurs dit « allostériques ».  
Leur interaction avec la kinase sur un site autre que le site catalytique entraine une modification 
conformationnelle qui rend impossible l’accès au site catalytique. L’activation des substrats est 
ainsi inhibée. En étudiant le mécanisme d’auto-inhibition de c-ABL, Hantschel et al. ont 
démontré l’implication d’un domaine myristate. Ce domaine se lie dans une poche 
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hydrophobique situé dans la région kinase de c-ABL et conduit à une conformation inactive 
[44, 208]. BCR-ABL1 ne possède pas ce domaine myristate, mais la poche hydrophobique reste 
présente. Deux composés capables de se lier dans cette poche hydrophobique pour induire une 
conformation inactive : le GNF2 et son dérivé le GNF5 ont été identifiés [44, 209]. La majorité 
des formes mutées sur le domaine TK de BCR-ABL1, résistantes à l’imatinib, au nilotinib ou 
au dasatinib se sont révélées sensibles au GNF2 ou 5. En association avec le nilotinib, le 
GNF5 a aussi une action contre la T315I [210]. D’autres inhibiteurs allostériques ont été 
développés pour inhiber les kinases MEK ou AKT, et montrent des résultats prometteurs 
[211-213].  
C. Exemple des inhibiteurs de BCR-ABL1 
1. ITK de 1ère génération : imatinib 
Dans les cellules de LMC, l’expression quasi systématique de la kinase chimérique BCR-ABL1 
a conduit au développement d’un inhibiteur spécifique de son activité kinase : l’imatinib 
(CGP57148 puis STI571, imatinib mesylate, Glivec®, Novartis). Il s’agit d’un dérivé de la 2-
aminopyrimidine qui se fixe dans la poche ATP issue de c-ABL, lorsque BCR-ABL1 est sous 
conformation inactive. Il empêche ainsi l’autophosphorylation de la kinase et l’activation des 
substrats [214]. 
 
Figure 30 : Conformation active et inactive de BCR-ABL1 
D’après : “Variation on an Src-like Theme” (Harrison – 2003) 
Il est très vite apparu que l’imatinib induisait une inhibition de la croissance des cellules BCR-
ABL1, et qu’il induisait leur mort par apoptose [200, 215].  
Les  premiers essais cliniques ont testé l’efficacité de l’imatinib, chez des patients non 
répondeurs à la chimiothérapie de première ligne (interféron α) [216]. Les résultats très 
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encourageant ont aboutis à une autorisation de mise sur le marché, pour traiter les patients en 
seconde ligne. Ensuite, une étude clinique de phase III (étude IRIS) a comparé l’efficacité de 
l’imatinib en première ligne contre la chimiothérapie classique. Le bénéfice apporté par 
l’imatinib a été tel, qu’il est rapidement devenu traitement de référence en première ligne [217, 
218]. 
L’imatinib possède également une affinité pour le PDGFR et pour c-KIT [207]. Une activation 
du PDGFR est retrouvée dans les syndromes hyperéosinophiliques, dans les mastocytoses 
systémiques et dans certains cas de leucémies chroniques myélomonocytaires [219-221].  Pour 
chacune de ses pathologies, le traitement par l’imatinib a permis l’obtention de très bonnes 
réponses [222, 223]. De la même façon, des mutations activatrices de c-KIT sont retrouvées 
chez près de 80% des patients atteints de tumeur gastro-intestinales (GIST) [38]. Ce sont des 
tumeurs très résistantes aux chimiothérapies conventionnelles, avec un taux de réponse 
inférieur à 5% et une médiane de survie située à 18 mois. L’imatinib a fortement amélioré la 
prise en charge des patients atteints de GIST, avec 54% de patients répondeurs et une 
stabilisation de la maladie dans 28% des cas. Actuellement la médiane de survie pour des 
patients traités par l’imatinib en première ligne est de 5 ans. Une survie à 9 ans est observée 
pour 39% des patients [224].  
2. ITK de 2nde génération : nilotinib – dasatinib 
Malgré l’efficacité de l’imatinib, pour traiter les patients atteints de LMC, des cas de résistance 
sont vite apparus. 20 à 30 % d’entre eux sont expliqués par des mutations dans le domaine 
kinase de BCR-ABL1, empêchant l’interaction entre l’imatinib et la poche hydrophobique de 
BCR-ABL1. Le nilotinib et le dasatinib sont des ITK de seconde génération, sélectionnés pour 
contrer la majorité de ce type de résistances, à l’exception de la mutation dramatique T315I. 
Le dasatinib (BMS-354825, Sprycel®, Bristol-Myers Squibb) est structurellement différent de 
l’imatinib. Il peut agir à la fois sur les formes actives et inactives de BCR-ABL1 [225]. Comme 
l’imatinib, il est capable d’inhiber c-KIT ou de PDGFR, mais également les kinases de la 
famille Src [226]. En 2006, il reçoit l’autorisation de mise sur le marché, pour être utilisé en 
seconde ligne, chez des patients résistants et intolérants à l’imatinib [227]. 
Le nilotinib (Tasigna®, AMN107; Novartis) est dérivé de l’imatinib. Il se lie également à BCR-
ABL1 sous sa conformation inactive et est aussi capable d’inhiber c-KIT et le PDGFR [228]. Il 
possède une meilleure efficacité et une meilleure spécificité que l’imatinib pour BCR-ABL1. Il a 
prouvé son efficacité en deuxième ligne, après échec de l’imatinib [229]. 
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Deux études cliniques menées par les industries pharmaceutiques, ont comparés l’efficacité de 
l’imatinib en première ligne, à celle du nilotinib (ENESTnd : Evaluating Nilotinib Efficacy and 
Safety in clinical Trials-newly diagnosed patients), ou du dasatinib (DASISION : Dasatinib 
versus Imatinib Study in Treatment-Naïve CML-CP Patients). Ces études ont démontré que les 
deux ITK de seconde génération, développés pour contrer les résistances à l’imatinib, 
permettaient l’obtention plus rapide d’une réponse moléculaire, avec un taux supérieur de 
survie sans progression [230-233]. Le nilotinib et le dasatinib ont récemment obtenu l’AMM 
pour une utilisation en première ligne. 
3. ITK de 3ème génération : ponatinib 
Le développement des ITK de seconde génération n’a pas suffi à contrer la résistance due à la 
mutation T315I du domaine kinase de BCR-ABL1 [234]. Le ponatinib (AP24534, Ariad) est un 
ITK de troisième génération. C’est un inhibiteur de BCR-ABL1, actif contre toutes les formes, 
y compris la mutation T315I [235]. Les premiers résultats d’une étude clinique de phase I 
(NCT00660920) a permis d’observer une réponse cytogénétique chez près de 50% des 
patients, ayant précédemment subi un échec avec deux ITK. Une étude clinique de phase II 
(NCT01207440) est actuellement en cours [236].   
D. Exemples d’inhibiteurs de l’EGFR 
Le récepteur à l’EGF est muté dans une large proportion de tumeurs solides, et son inhibition 
constitue un enjeu thérapeutique majeur. Les deux principaux ITK dirigés contre l’EGFR sont 
le géfitinib et l’erlotinib. 
1. Le géfitinib 
Le géfitinib (ZD1839, Iressa®, AstraZeneca) est une anilinoquinazoline synthétique qui entre 
en compétition avec l’ATP et bloque l’activation par autophosphorylation de l’EGFR, de façon 
réversible [237]. Il a une affinité augmentée avec les formes mutées de l’EGFR, retrouvées 
dans 80% des cancers du poumon non à petites cellules. C’est le premier ITK à avoir été testé 
en clinique.  
Il permet d’inhiber à faible dose l’activité de l’EGFR. In vitro, il bloque la prolifération cellulaire 
en induisant l’expression de p27kip1, l’inhibiteur des CDK [238]. Les études précliniques, 
menées chez la souris ou le rat, ont montré que le géfitinib pouvait augmenter l’action 
cytotoxique de certaines chimiothérapies classiques, mais de façon variable, et que les tumeurs 
montrant une surexpression de l’EGFR étaient les plus réceptives [239, 240]. Malgré les 
77 
résultats encourageants de phase I menée chez des patients atteints de cancer du poumon non 
à petites cellules et testant l’efficacité du géfitinib en monothérapie, les résultats de phase III 
n’ont pas démontré d'avantage significatif en terme de survie [241].  
Parallèlement aux résultats peu encourageants obtenus sur la population globale, un sous-
groupe a montré une sensibilité accrue au géfitinib [242]. Il s’agissait de patients non-fumeurs, 
originaires de l’Asie de l’est, et possédant des mutations caractéristiques de l’EGFR [243, 244]. 
La présence de ces mutations constitue maintenant un facteur de décision sur le choix du 
traitement [245].  
2. L’erlotinib  
L’erlotinib (Tarceva®, OSI-774, Genentech, Roche) fonctionne de la même façon que le 
géfitinib. Contrairement au géfitinib, les études cliniques de phase III ont démontré un 
avantage significatif en terme de survie [246]. Il est autorisé pour le traitement des cancers du 
poumon non à petites cellules de stade avancé ou métastatique, et résistant aux chimiothérapies 
de première ligne. Il est également utilisé en association avec la gemcitabine pour la prise en 
charge des cancers du pancréas métastatiques ou non-opérables [247]. 
L’erlotinib est également capable d’inhiber la forme mutée EGFR vIII, fréquemment retrouvée 
dans les glioblastomes (GBM). Différentes études cliniques, utilisant l’erlotinib en 
monothérapie ou en association avec le témozolomide (chimiothérapie de référence) chez des 
patients nouvellement diagnostiqués ou récidivistes, ont montré peu d’avantage à l’utilisation 
de l’erlotinib [248-250]. Il semblerait cependant que le taux de réponse soit supérieur chez les 
patients montrant une surexpression de l’EGFR et une faible activation d’AKT ou chez les 
patients porteurs de la forme mutée EGFRvIII associée à une expression de PTEN [70, 251]. 
Une  étude  de  phase  II  associant  erlotinib  et témozolomide pendant ou après la 
radiothérapie semble améliorer la survie par rapport au traitement conventionnel [248, 252]. 
Actuellement, de nombreuses études cliniques, associant des inhibiteurs de l’EGFR à des 
chimiothérapies classiques ou ciblées, sont en cours. 
III. PETITES MOLÉCULES MIMÉTIQUES 
La résistance à l’apoptose est une caractéristique commune des cellules cancéreuses. Contrer 
ces mécanismes de résistance constitue donc un enjeu thérapeutique majeur. Il existe 
globalement deux façons de cibler la machinerie apoptotique : moduler l’expression ou les 
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interactions entre les protéines de la famille BCL-2, ou agir en aval de la mitochondrie pour 
permettre ou amplifier l’activation des caspases. 
A. Cibler l’apoptose en amont de la mitochondrie 
1. Dérégulations des protéines de la famille BCL-2 et cancers 
La surexpression des protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2 est fréquemment mise à 
profit par les cellules cancéreuses, qui acquièrent ainsi une résistance aux stimuli apoptotiques. 
BCL-2 peut être surexprimée de différentes façons. Dans les lymphomes folliculaires, par 
exemple, la translocation t(14 ;18) place le gène codant pour BCL-2 en aval du promoteur fort 
des immunoglobulines, conduisant à une surexpression de BCL-2 [115] . Une amplification ou 
une hypo-méthylation du gène codant pour BCL-2 ont également été observées [253, 254].  
De la même façon, les cellules cancéreuses peuvent perdre l’expression des protéines pro-
apoptotiques. Des mutations inactivatrices de BAX ont été observées dans des tumeurs solides 
et des hémopathies malignes [255, 256]. La perte du gène suppresseur de tumeur p53 est aussi 
favorable à une résistance à l’apoptose puisqu’il permet l’expression des protéines à domaine 
BH3 seul NOXA et PUMA [132, 133]. 
2. Stratégies pour contrer les protéines anti-apoptotiques 
Plusieurs stratégies ont été développées pour contrer la résistance à l’apoptose, induite par les 
protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2. Parmi elles, l’administration d’oligonucléotides 
anti-sens, et en particulier le G3139, a permis une diminution significative du taux d’ARN 
messager de BCL-2 dans des cellules de leucémie aiguë myéloïde [257]. Des anticorps bloquant 
l’activité de BCL-2 ont aussi été testés. Depuis quelques années, les recherches se sont 
focalisées sur une autre stratégie : l’utilisation de molécules organiques de petite taille.  
3. BH3 mimétiques  
Les propriétés anti-apoptotiques des protéines BCL-2 et BCL-xL sont liées à leur capacité à 
interagir avec des protéines à domaine BH3 seul comme BIM ou BID. L’étude de la structure 
tridimensionnelle de BCL-xL par rayons X et RMN (résonnance magnétique nucléaire) a révélé 
la présence d’une poche hydrophobique dans laquelle se lie le domaine BH3 de BIM ou de 
BID [258]. Cette poche de liaison est essentielle à la fonction anti-apoptotique de BCL-2. Est 
ensuite née l’hypothèse qu’une petite molécule capable de se lier dans cette poche 
hydrophobique de liaison aux BH3 (BH3 mimétiques), pourrait bloquer l’interaction de BCL-2 
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ou BCL-xL avec les protéines pro-apoptotique, en faveur de l’apoptose. De là ont été 
synthétisés les BH3 mimétiques. 
3. 1 Exemple de l’ABT-737 
ABT-737 a été créé  par les laboratoires Abbott. Il mime le domaine BH3 de BAD et est 
capable d’inhiber l’activité anti-apoptotique de BCL-2, BCL-xL et BCL-W mais n’a pas 
d’affinité pour MCL-1. Il se lie aux protéines BCL-2, BCL-xL et BCL-W avec une affinité très 
forte, beaucoup plus élevée que celle des autres molécules de même catégorie [259]. 
In vitro, l’ABT-737 est capable d’induire par lui seul l’apoptose dans des lignées de leucémies, de 
lymphomes, de myélome multiple, de gliomes et de cancer du poumon à petites cellules, mais 
ne montre pas d’activité sur des lignées de carcinome ovarien ou pancréatique [260, 261]. In 
vivo, il agit de façon synergique avec de nombreuses chimiothérapies classiques, dans 
différentes tumeurs solides et est aussi capable d’induire l’apoptose, par lui-même, dans les 
leucémies lymphoïdes chroniques [262, 263].  
L’ABT-263 (Navitoclax) correspond à la forme orale de l’ABT-737 et possède les mêmes 
propriétés biologiques. Il est capable par lui seul d’induire l’apoptose dans des modèles murins 
de xénogreffes de cancer du poumon à petites cellules. Des études précliniques ont démontré 
que l’ABT-263 augmentait également la cytotoxicité d’agents chimiothérapeutiques dans les 
lymphomes à cellules B et dans des myélomes multiples [264]. Il est également efficace contre 
des hémopathies lymphoïdes réfractaires ou en rechute [265]. A forte dose, il entraine des 
thrombocytémies, mais ne montre pas d’activité myélosuppressive [266]. Des études cliniques 
de phase I et II testant l’ABT-263 seul ou en association dans différents types de tumeurs sont 
actuellement en cours. 
Etant donné l’incapacité de l’ABT-737, et de sa forme orale ABT-263,  à inhiber MCL-1, de 
nombreuses études ont rapportées qu’une expression de MCL-1 pouvait être associée à une 
résistance à l’ABT-737 [267, 268]. Des recherches ont récemment démontrées une coopération 
synergique entre l’ABT-737 et le l’arsenic permettant la diminution d’expression de MCL-1 
[269].  
3. 2 Autres BH3 mimétiques 
Il existe d’autres BH3 mimétiques. Le Gossypol est le premier agent à avoir été testé, mais son 
mode d’action est encore mal connu. Le TW-37 a été synthétisé pour cibler la poche 
hydrophobique de BCL-xL et possède à la fois une action pro-apoptotique et anti-
angiogénique [270]. Il est actuellement en phase d’étude préclinique. L’Obatoclax (GX-015-
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070) permet d’induire l’apoptose en modifiant les interactions entre les protéines de la famille 
BCL-2 mais également en favorisant l’expression de BIM [271]. Il est actuellement testé en 
phase clinique de type I ou II, sur des tumeurs solides ou des hémopathies malignes, seul ou 
associé aux chimiothérapies de référence [272-275].  
3. 3 BH3 profiling 
La réponse d’une cellule tumorale à un BH3 mimétique peut être évaluée en étudiant 
l’expression des protéines de la famille BCL-2. Dans une étude publiée en 2007, Deng et al. 
schématisaient trois façons, pour la cellule cancéreuse d’échapper à l’apoptose [276] : 
§ Dans la catégorie A, les cellules n’expriment pas de BH3OP et sont incapables d’activer 
les effecteurs BAX et BAK. 
§ Dans la catégorie B, les cellules n’expriment pas BAX et BAK. 
§ Dans la catégorie C, les cellules surexpriment les protéines anti-apoptotiques 
responsables de l’inhibition des BH30P. 
La technique utilisée, nommée BH3 profiling, permet de prédire la réponse d’une cellule 
tumorale à l’ABT-737 ou -263 [277]. En effet, seules les cellules appartenant à la catégorie C  y 
seront sensibles.  
La réponse des cellules tumorales est également déterminée par les différentes affinités 
existantes entre les protéines pro- et anti-apoptotique. Par exemple, il existe peu d’affinité entre 
MCL-1 et BAD. Ainsi, on comprend mieux que la protéine MCL-1 puisse être facteur de 
résistance à l’ABT-737, mimétique du domaine BH3 de BAD. 
 
Figure 31 : Affinités entre les membres pro- et anti-apoptotiques de la famille BCL-2 
D’après : “BH3 Profiling Identifies Three Distinct Classes of Apoptotic Blocks to Predict Response to 
ABT-737 and Conventional Chemotherapeutic Agents” (Deng – 2007) 
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B. Cibler l’apoptose en aval de la mitochondrie 
1. Dérégulations des IAPs dans les cancers 
Les protéines de la famille des IAPs (Inhbitor of Apoptosis Proteins) jouent un rôle majeur 
dans la régulation de l’apoptose. Elles agissent en aval de la mitochondrie et sont responsables 
de l’inhibition des caspases. Leur expression ou leur régulation est modifiée dans de nombreux 
cancer. 
Une amplification des gènes codant pour cIAP1 et cIAP2 a été observée dans les 
médulloblastomes, les cancers du foie ou les glioblastomes. Différentes études ont démontrées 
qu’une expression élevée de XIAP était associée à un pronostic défavorable [278-280]. De la 
même façon, la surexpression de XIAP, observe chez 55% des patients atteints de lymphome 
diffus à grandes cellules B, est  associé à de mauvais résultats cliniques [281]. De façon globale, 
des surexpressions de XIAP, des IAP1/2, ou une sous-expression de Smac sont associés à de 
moins bon résultats et à un pronostic défavorable [282]. 
2. Stratégies pour inhiber les IAPs 
La protéine Smac est un inhibiteur endogène des IAPs. Elle s’associe aux IAPs pour empêcher 
leur interaction avec les caspases et ainsi favoriser l’apoptose. L’implication des IAPs dans la 
résistance des cellules cancéreuses à l’apoptose, en a fait une cible thérapeutique intéressante. Il 
existe différentes stratégies pour bloquer les IAPs, l’une d’elle consiste à utiliser des 
antagonistes des IAPs. 
2. 1 Les peptides dérivés de Smac 
Les peptides dérivés de Smac  appartiennent à la première catégorie d’antagonistes des IAPs à 
avoir été testée. Ces molécules sont issues des découvertes parallèles de l’existence d’inhibiteurs 
endogènes des IAPs : Smac, et du domaine BIR porté par les IAPs, nécessaire à l’interaction 
IAP/SMAC [283, 284]. De petits dérivés du domaine N-terminal de Smac ont montré in vitro, 
une capacité d’inhibition du complexe IAP-caspase, et une sensibilisation à l’apoptose [285]. 
Cependant, des propriétés pharmacologiques inadéquates ont empêché leur développement 
clinique. 
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2. 2 Les mimétiques de Smac 
Le développement de peptides mimétiques de Smac a permis l’identification de nouvelles 
structures améliorant les propriétés pharmacologiques et l’affinité pour les IAPs.  Ils induisent 
l’apoptose et limitent la croissance cellulaire dans différents types tumoraux [286]. 
Ces Smac mimétiques s’associent à XIAP, c-IAP1, c-IAP2 et ML-IAP pour bloquer leur rôle 
anti-apoptotique et permettre l’activation des caspases. Ils simulent également l’auto-
ubiquitination des IAPs et favorise leur dégradation par le protéasome [286]. 
 
Figure 32 : Induction de l’activité ubiquitine ligase des IAPs par les IAP antagonistes 
Les IAPs non stimulés adoptent une conformation monomérique repliée et inactive. La liaison d’un 
antagoniste des IAPs, sur le domaine BIR3 modifie la conformation de l’IAP en inhibant l’interaction des 
domaines BIR3 et RING. L’exposition du domaine RING induit la dimérisation des IAPs et permet l’activité 
ubiquitine ligase. L’auto-ubiquitination des IAPs conduit à leur dégradation par le protéasome.   
Issue de : Targeting IAP proteins for therapeutic intervention in cancer (Fulda – 2012) 
Les premiers Smac mimétiques à avoir été développés montraient un large spectre d’inhibition. 
Cependant, depuis l’identification de rôles spécifiques pour chacun des IAPs, des inhibiteurs 
plus sélectifs ont été développés. C’est le cas de l’antagoniste CS3, capable de se lier 
spécifiquement aux c-IAP1 et c-IAP2 [287]. De la même façon, le TWX-024 est spécifique de 
XIAP [288]. 
De nombreuses études ont analysé l’association entre un antagoniste des IAPs et divers agents 
cytotoxiques (inhibiteurs du protéasome, radiothérapie, ligand des récepteurs de mort et 
chimiothérapies classiques). D’autres ont associé les Smac mimétiques aux inhibiteurs de 
tyrosine kinase. Par exemple, dans des lignées de cancers du sein, l’utilisation d’un Smac 
mimétique augmente l’apoptose induite par les inhibiteurs de ErbB [289]. De la même façon, le 
LCL161 augmente l’apoptose induite par le nilotinib dans les cellules de LMC [290]. Des 
associations du même ordre ont également été bénéfiques dans des leucémies aiguës myéloïdes 
et des glioblastomes [290, 291]. 
Actuellement, de nombreux Smac mimétiques font l’objet d’études précliniques ou cliniques de 
phase I. 
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PARTIE V : TROIS MODÈLES D’ÉTUDE 
 
Trois modèles de cancer ont été utilisés au cours de cette thèse. Deux d’entre eux étant des 
leucémies (leucémie myéloïde chronique et leucémie aiguë myéloïde), l’hématopoïèse normale 
sera succinctement développée. Le troisième modèle est une tumeur solide : le glioblastome. 
I. HÉMATOPOÏESE NORMALE 
A. Généralités 
L’hématopoïèse est un processus finement régulé, permettant la production de toutes les 
cellules sanguines matures : hématies, leucocytes et plaquettes [292], à partir des cellules 
souches hématopoïétiques (CSH). Comme les autres cellules souches, les CSH sont 
caractérisées par leurs capacités de renouvellement et de différenciation [293].  
Au cours de l’hématopoïèse, les CSH se divisent et se différencient sous l’influence de 
différentes cytokines pour former le tissu hématopoïétique. Ce dernier est composé de 
populations hétérogènes divisées en quatre catégories :  
§ les cellules souches pluripotentes 
§ les progéniteurs multipotents 
§ les précurseurs engagés 
§ les cellules matures 
L’engagement vers la différenciation est associé à une perte des capacités d’auto-
renouvellement, et à une atténuation progressive de la pluripotence et de la capacité à 
proliférer.  
Parallèlement à ces quatre populations, il existe 2 lignages différents : 
§ la lignée lymphoïde conduit à la formation de lymphocytes B et T 
§ la lignée myéloïde permet la formation des hématies, des plaquettes, des polynucléaires 
et des monocytes. 
Chez l’adulte, l’hématopoïèse a lieu dans la moelle osseuse. Seules les cellules matures passent 
dans le sang. 
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Figure 33 : Hématopoïèse normale 
Issue de : “SnapShot: Hematopoiesis” (Orkin – 2008) 
B. Hémopathies malignes 
Les hémopathies malignes sont définies par la prolifération anormale des cellules 
hématopoïétiques. Il existe 2 grandes catégories de leucémies : 
§ Les leucémies chroniques ont une évolution clinique lente 
§ Les leucémies aiguës ont au contraire, une évolution clinique rapide. 
Les leucémies peuvent être de type lymphoïde ou myéloïde.  
Les syndromes myéloprolifératifs sont caractérisés par une prolifération anormale des cellules 
de la lignée myéloïde, sans blocage de différenciation. On retrouve la polyglobulie de Vaquez 
(atteinte de la lignée rouge), la thrombocytémie essentielle (atteinte de la lignée plaquettaire) ou 
la leucémie myéloïde chronique (atteinte de la lignée granulaire). 
Les syndromes myélodysplasiques sont une autre atteinte de la lignée myéloïde caractérisés par 
une prolifération des précurseurs, avec hématopoïèse inefficace due à un excès d’apoptose. 
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Contrairement aux syndromes myéloprolifératifs, les leucémies aiguës (lymphoïdes ou 
myéloïdes) sont caractérisées par un blocage de la maturation. 
II. LA LEUCÉMIE MYÉLOÏDE CHRONIQUE 
A. Présentation 
La leucémie myéloïde chronique (LMC) est une pathologie de la cellule souche 
hématopoïétique. Elle fait partie des syndromes myéloprolifératifs. Son incidence est d’environ 
600 nouveaux cas par an en France. Elle représente 2 à 5% des leucémies de l’enfant et 15% 
des leucémies de l’adulte. 
La physiopathologie de la LMC est maintenant bien connue et parmi les cancers, elle est l’une 
des pathologies  cancéreuses les plus étudiées. La découverte de l’anomalie génétique à l’origine 
de la LMC (la translocation t(9 ;22)) fait de cette pathologie un modèle d’étude particulièrement 
intéressant pour la compréhension des voies de transduction du signal qui participent à la 
transformation de la cellule hématopoïétique initiale. 
B. Physiopathologie 
1. Historique 
La LMC a été décrite pour la première fois en 1845 comme une « hypertrophie de la rate et du 
foie conduisant au décès par suppuration du sang » [294]. En cinquante ans, les connaissances 
sur la LMC ont beaucoup évoluées. En 1960, grâce aux progrès de la cytogénétique, Nowell et 
Hungerford, identifient un chromosome anormal, de petite taille, appelé chromosome 
Philadelphie [295]. Dans les années 1970, Rowley découvre que ce chromosome résulte d’une 
translocation réciproque entre les bras longs des chromosomes 9 et 22 et qu’il est présent chez 
95% des patients [296].  
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Figure 34 : Chromosome Philadelphie issu de la translocation t(9;22)(q34;q11) 
 
Au début des années 80, la découverte du gène ABL (Abelson) en position q34 du chromosome 
9 conduit à l’identification du gène partenaire BCR (Breakpoint Cluster Region) [43]. La 
translocation t(9; 22.q34;q11) conduit donc à la formation du gène de fusion BCR-ABL1, 
codant pour une protéine chimérique éponyme, possédant une activité kinase dérégulée [297]. 
Dans les années 90, un premier modèle murin démontre que le gène BCR-ABL1 est 
responsable de la LMC [298]. 
Les voies de signalisation activées par BCR-ABL1 ayant déjà été présentées en partie II, elles 
ne seront pas rappelées ici. 
2. Présentation clinique 
La leucémie myéloïde chronique évolue en trois phases [299, 300]. La phase chronique est 
suivie par une phase d’accélération de la maladie, qui conduit à la transformation aiguë, 
résistante aux traitements par les inhibiteurs de tyrosine kinase. 
2. 1 Phase chronique 
Elle est caractérisée par une installation progressive, de longue durée : 4 à 5 ans en l’absence de 
traitement. Elle est caractérisée par une numération sanguine anormale, avec hyperleucocytose 
et myélémie. L’examen cytogénétique permet le dépistage du chromosome Philadelphie, 
présent dans 95% des cas, et confirme le diagnostic.  
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2. 2 Phase accélérée 
Elle correspond à la transition entre la phase chronique et la phase blastique et dure de 12 à 18 
mois. Elle n’est pas toujours identifiable, mais elle peut être caractérisée par une augmentation 
du nombre de blastes circulants : 10 à 20%. L’augmentation des anomalies cytogénétiques est 
majoritairement associée à une perte de réponse au traitement. 
2. 3 Phase blastique 
Durant la phase blastique, la différenciation hématopoïétique est bloquée à un stade précoce. 
Elle est donc caractérisée par une insuffisance médullaire et par la présence de plus de 20% de 
blastes dans le sang. Pendant cette dernière phase de transformation, la maladie prend la forme 
d’une leucémie aiguë secondaire, dont deux tiers sont de type myéloïde. Les patients 
deviennent réfractaires au traitement par ITK et sont soignés par des chimiothérapies 
classiques. 
3. Modifications moléculaires associées à la phase blastique 
Des modifications cytogénétiques et moléculaires apparaissent au moment de l’évolution de la 
maladie vers la phase blastique.  
3. 1 Inactivation des gènes suppresseurs de tumeur 
Les anomalies les plus fréquemment rencontrées concernent la perte de la protéine p53, qui 
peut être due à des mutations du gène, des délétions ou des réarrangements [301]. Le rôle de 
p53 dans la progression de la LMC a été clairement établi, par l’observation d’une 
transformation vers la phase blastique plus rapide chez des souris transgéniques BCR-ABL1, 
négatives pour p53 [302]. 
Le gène p16INK4a est aussi associé à la progression tumorale. P16INK4a est un inhibiteur de 
la cycline D, impliquée dans la régulation du cycle cellulaire durant la phase G1. Des délétions 
homozygotes de p16INK4a ont été observées chez 50% des patients évoluant en crise 
blastique de type lymphoïde [303]. 
3. 2 Activation des oncogènes 
Une augmentation de BCR-ABL1 au niveau ARNm et protéique est associée à la progression. 
Elle peut être due à une duplication du chromosome Philadelphie ou à une augmentation de 
l’activité de traduction du gène existant. Une augmentation de c-MYC, due à une transcription 
augmentée du gène, ou à une trisomie 8 est fréquemment observée durant l’évolution de la 
maladie [304]. 
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C. Mécanisme de transformation induit par BCR-ABL1 
1. Voie de signalisation activée par BCR-ABL1 
Alors que la tyrosine kinase c-ABL1 a une localisation nucléaire, la protéine chimérique BCR-
ABL1 est retrouvée au niveau cytoplasmique. Son activité tyrosine kinase dérégulée et sa 
localisation lui permettent de phosphoryler de très nombreux substrats. L’activation de BCR-
ABL1 par autophosphorylation de la tyrosine 177 est essentielle à cela. Parmi les substrats, on 
retrouve des protéines adaptatrices (CRKL), des protéines du cytosquelette (paxilline, talline), 
des kinases (PI3K) ou des phosphatases (PLCγ).  
 
Figure 35 : Voies de signalisation activées par BCR-ABL1 
Issue de : “CML : Advances in Biology and New Approaches to Treatment” (Goldman – 2003) 
 
1. 1 Voie RAS/RAF/MEK/ERK 
La phosphorylation de BCR sur la tyrosine 177 va permettre le recrutement de la protéine 
adaptatrice GRB2 via son domaine SH2 [305], puis du facteur d’échange SOS, responsable de 
la transformation de la protéine RAS sous sa conformation active RAS-GTP. 
Il a également été démontré que la protéine adaptatrice CRKL,  qui via son domaine SH3 
s’associe à la forme phosphorylée de BCR-ABL1, est capable d’activer la kinase RAS [306]. 
Dans les lignées cellulaires de LMC, l’inhibition de la voie RAS provoque un arrêt de 
prolifération et l’apoptose. Les inhibiteurs de farnésyl transférases (enzyme nécessaires au 
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recrutement de RAS à la membrane) agissent de façon synergique avec l’imatinib et peuvent 
contrer certains mécanismes de résistance [307, 308].  
1. 2 Voie PI3K/AKT 
La voie PI3K est également activée de façon constitutive dans les cellules de LMC. S’il existe 
une interaction directe entre la sous-unité p85 de la PI3K et BCR-ABL1, elle n’est pas 
indispensable à l’activation de la PI3K [309]. Il s’agit d’un mécanisme indirect, qui comme 
précédemment, fait intervenir la protéine adaptatrice CRKL [310]. La protéine Cbl est 
également un intermédiaire à l’activation de la PI3K par BCR-ABL1. 
La voie PI3K est indispensable à la transformation tumorale induite par BCR-ABL1 [311]. 
L’inhibition de la voie PI3K induit l’apoptose dans les lignées et dans les progéniteurs 
hématopoïétiques [312]. Une coopération de type synergique a été observée entre les 
inhibiteurs de PI3K ou de mTOR et les inhibiteurs de BCR-ABL1, pour augmenter l’apoptose 
dans les cellules de LMC [313-315].   
L’activation de la voie PI3K, indépendamment de BCR-ABL1 constitue également un 
mécanisme de résistance aux ITK utilisés dans le traitement de la LMC [316]. Plusieurs études 
démontrent que l’inhibition de mTOR permet de contrer la résistance à l’imatinib, y compris 
celle induite par la mutation T315I [314, 315, 317]. 
1. 3 Voie JAK/STAT 
L’expression des protéines de la famille STAT (Signal Transducer and Activator Transcription) 
est régulée par les récepteurs aux cytokines, dans les cellules normales. Dans les cellules de 
LMC, BCR-ABL1 active les STAT, et plus particulièrement STAT5, indépendamment de 
JAK2 [318, 319] Les protéines STAT se lie directement à BCR-ABL1, via leur domaine SH2. 
BCR-ABL induit également l’activation de JAK2, qui pourra à son tour activer les STAT [320].   
Des inhibiteurs de BCR-ABL1 et de JAK2 permettent d’induire l’apoptose dans les cellules de 
LMC sensibles, mais également résistantes à l’imatinib [321, 322].  
2. Conséquences de la signalisation de BCR-ABL1 
La perte du contrôle physiologique, aboutissant à la transformation, va se traduire par trois 
processus : une résistance à l’apoptose, une augmentation de la prolifération et une altération 
des signaux d’adhésion. 
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2. 1 Phénotype de résistance à l’apoptose 
La présence de BCR-ABL1 confère aux cellules de LMC un phénotype de résistance à 
l’apoptose, via différents mécanismes. 
On retrouve une régulation des protéines de la famille BCL-2, défavorable à l’apoptose. 
L’activation de la voie PI3K/AKT [323] conduit à la phosphorylation de la protéine pro-
apoptotique BAD, et à sa séquestration par la chaperonne 14-3-3 [138]. La voie PIM1, 
fortement activée par STAT5 conduit également à la phosphorylation de BAD. AKT est 
également responsable de la phosphorylation des facteurs de transcription de la famille FOXO 
[324]. FOXO3a assure notamment la synthèse de la protéine pro-apoptotique BIM [325]. Leur 
phosphorylation entraine une association avec la protéine 14.3.3 et une impossibilité à se 
relocaliser au niveau nucléaire [326].  
La protéine anti-apoptotique BCL-2 joue aussi un rôle important dans la résistance des cellules 
de LMC à l’apoptose [327]. 
L’activation de STAT5 conduit à une augmentation d’expression des protéines anti-
apoptotiques : BCL-xL et MCL-1 [328, 329]. BCR-ABL1 est également responsable de la 
phosphorylation de la kinase JAK2. Bien que l’activation de STAT5 ait longtemps été associée 
à celle de JAK2, il a récemment été démontré que JAK2 n’était pas nécessaire à l’activation de 
STAT5 [330]. 
La résistance des cellules de LMC à l’apoptose implique aussi la voie NFκB (Nuclear Factor-
kappa B). Le facteur de transcription NFκB appartient à une famille composée de 5 membres. 
Il est spécifiquement lié aux inhibiteurs IκBα. La phosphorylation d’IκBα, par les kinases IκK, 
permet leur dégradation et la libération de NFκB qui pourra ensuite se relocaliser au niveau 
nucléaire [331] et transcrire de nombreux gènes impliqués dans la prolifération (CDK2, CYC-D, 
c-MYC),  la survie  (IAP, BCL-xL) ou l’apoptose (p53) [332, 333]. La voie NFκB est activée 
dans les cellules de LMC [334]. BCR-ABL1 est capable de phosphoryler les kinases IκK. 
La protéine RAS est aussi impliquée dans la résistance à l’apoptose. La phosphorylation de 
BCR-ABL1 sur la tyrosine 177 permet le recrutement de la protéine adaptatrice GRB2 et la 
stimulation du facteur d’échange SOS (Son Of Sevenless, protéine de la famille des GEF) qui 
va  permettre la stabilisation de RAS sous sa forme active (RAS-GTP). Le recrutement à la 
membrane permet ensuite l’activation de la sérine/thréonine kinase RAF-1, puis de la voie des 
MAPK [335]. Phospho-ERK sera ensuite capable de phosphoryler la protéine pro-apoptotique 
BIM, modification responsable de son adressage au protéasome [157]. BIM joue un rôle clé 
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dans la réponse apoptotique des cellules de LMC après traitement par les inhibiteurs de 
tyrosine kinase [336]. 
2. 2 Progression dans le cycle cellulaire 
Parallèlement à l’induction des signaux de résistance à l’apoptose, la présence de BCR-ABL1 
favorise l’avancée dans le cycle cellulaire [337].  
L’activation de RAS et de STAT par BCR-ABL1 est également impliquée dans la prolifération 
des cellules de LMC [338]. L’activation de STAT5 conduit à une augmentation d’expression de 
la cycline D1 qui régule de façon positive la progression G1/S du cycle cellulaire [329]. 
La voie PI3K régule également la progression du cycle cellulaire. Elle induit l’expression de 
Skp2 qui provoque la dégradation de l’inhibiteur de CDK p27KIP1, et favorise la prolifération 
[339]. 
2. 3 Altération des propriétés d’adhésion 
L’adhésion des cellules hématopoïétiques avec le stroma médullaire assure une limitation de la 
prolifération [340]. Les progéniteurs de LMC ont une capacité d’adhésion plus faible que les 
progéniteurs normaux. Un dysfonctionnement de l’intégrine β1 a notamment été mis en cause 
[341, 342]  
 
D. Traitements 
Le traitement de la LMC a été révolutionné par la découverte de BCR-ABL1 comme étant à 
l’origine de la leucémogénèse. Le développement d’ITK spécifiques de BCR-ABL1 a conduit à 
abandonner les chimiothérapies non ciblées.  
La réponse du patient au traitement est basée sur trois critères : 
§ La réponse complète hématologique (RCH) : normalisation de la formule sanguine et 
perte de la splénomégalie. 
§ La réponse cytogénétique qui peut être complète (RCC), partielle (RCP) ou mineure 
(RCm), en fonction du nombre de cellules porteuses du chromosome Philadelphie, 
c’est-à-dire respectivement 0%, de 1 à 35%, de 35 à 95%. 
92 
§ La réponse moléculaire basée sur le  ratio BCR-ABL1/ABL obtenu par RTQ-PCR. La 
réponse moléculaire complète (RMC) est définie par une absence de détection du 
transcrit. 
1. Chimiothérapie classique 
Le busulfan (agent alkylant) a été la première molécule utilisée pour traiter la LMC : elle 
permettait d’obtenir entre 23 à 54% de RCH mais seulement 1 à 2,5% de RCM. Etant donné 
les effets secondaires graves, le busulfan a rapidement été abandonné, en faveur de 
l’hydroxyurée (inhibiteur de la ribonucléotide réductase), découverte en 1970. Cette seconde 
molécule conduisait à un taux similaire de RCH, mais avec moins d’effets secondaires. 
L’interféron α est une cytokine possédant une action antiproliférative. Son utilisation pour le 
traitement de la LMC a débuté en 1980. Son efficacité a rapidement été démontrée et malgré 
des effets secondaires gênants (asthénie, perte de poids, syndrome grippal…), l’interféron α a 
rapidement remplacée hydroxyurée et busulfan [343]. Le traitement par interféron α a permis 
d’obtenir une réponse cytogénétique complète pour 20% des patients, et la survie sans 
progression était allongée comparée aux résultats obtenus avec l’hydroxyurée ou au busulfan 
[344]. 
2. Allogreffe 
Avant le développement des ITK, l’allogreffe était considérée comme le seul traitement curatif 
de la LMC. Elle est aujourd’hui mise en œuvre chez les patients en phase blastique, mais reste 
une procédure complexe. Cependant, une meilleure connaissance du système immunitaire a 
permis d’optimiser l’allogreffe. Le conditionnement atténué des patients a pour but de stimuler 
la réaction GVL (Greffon VS Leucémie) et peut permettre une meilleure efficacité de la greffe 
avec une toxicité réduite. 
3. Chimiothérapie ciblée 
L’identification de BCR-ABL1 comme responsable de la maladie a conduit au développement 
d’ITK spécifiques de BCR-ABL1. Le mode d’action de ces molécules ayant été développé dans 
la partie précédente, je n’aborderais ici que les données relatives à la LMC. 
L’imatinib mésylate a révolutionné la prise en charge thérapeutique des patients. L’étude IRIS a 
démontré un avantage significatif de l’imatinib par rapport à l’interféron α, avec respectivement 
76% de réponse cytogénétique complète, contre 15% à 18 mois, sur des patients en phase 
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chronique [217]. A sept ans la survie sans évènements est à 81%, et la survie sans 
transformation est de 92% [345].  
Malgré l’efficacité de l’imatinib, la prise en charge de la LMC n’est pas toujours satisfaisante. Il 
subsiste deux problèmes majeurs : l’apparition de résistances et la persistance de cellules 
souches leucémiques, insensibles aux thérapies actuelles. 
E. Résistances 
Il existe deux grandes catégories de résistances : primaires et secondaires. La résistance 
primaire se définit par des patients d’emblée réfractaires et n’ayant jamais montré de réponse 
au traitement. La résistance secondaire se caractérise par des patients répondeurs dans un 
premier temps, qui  après un intervalle de temps variable montrent des signes de rechute. 
Environ un tiers des patients nécessitent d’autres thérapies, en raison d’une intolérance à 
l’imatinib, d’une réponse suboptimale, ou de mécanismes de résistances. 
1. Résistances dépendantes de BCR-ABL1 
En 2001, Gorre et al. publient une première étude sur la résistance des patients à l’imatinib. Ils 
mettent en évidence une activité persistante de BCR-ABL1 en dépit de la présence d’imatinib 
et observent une surexpression de BCR-ABL1 pour 3 patients sur 11 et une mutation du 
domaine tyrosine kinase pour les 8 autres [346]. 
Les mutations du domaine TK peuvent conduire à une modification de la boucle de liaison à 
l’ATP, diminuant ainsi l’affinité entre l’imatinib et BCR-ABL1. Il existe un grand nombre de 
mutations, qui peuvent être plus ou moins fréquentes et plus ou moins sévères [347]. 
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Figure 36 : Répartition et fréquence des mutations du domaine TK de BCR-ABL1 
Issue de : “Part I: Mechanisms of resistance to imatinib in chronic myeloid leukaemia”  
(Apperley – 2007) 
Plusieurs études in vitro ont également démontré que BCR-ABL1 favorisait l’instabilité 
génomique, par exemple en favorisant les cassures double-brin via l’augmentation des ROS 
(Reactive Oxygen Species) [348]. D’autres équipes ont observé une baisse d’efficacité des 
mécanismes de réparation de l’ADN en présence de BCR-ABL1 [349, 350]. 
2. Résistances indépendantes de BCR-ABL1 
2. 1 Influx et efflux de l’imatinib 
Le transport de l’imatinib se fait de façon active : hOCT1 assure l’entrée dans la cellule alors 
que MDR1 permet la sortie [351]. Plusieurs études ont démontré une corrélation entre 
l’expression d’hOCT1 et la réponse à l’imatinib [352, 353]. De la même façon, une 
surexpression de MDR1 (multi drug resistance 1) conduit, in vitro, à une résistance à l’imatinib 
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[354]. Dulucq et al. ont mis en évidence que la présence d’un polymorphisme sur MDR1 était 
associé à une diminution de la réponse moléculaire majeure [355].  
2. 2 Implication des Src kinases 
Plusieurs études ont démontré que les SRC kinases pouvaient être impliquées dans le 
mécanisme de résistance à l’imatinib. In vitro, la lignée K562 rendue résistante à l’imatinib, 
surexprime les kinases LYN ou FYN [356-358].  
Les Src kinases sont aussi impliquées dans la résistance au nilotinib. Au laboratoire, l’équipe de 
Jean-Max Pasquet a pu identifier in vitro mais aussi in vivo d’autres SRC kinases telles que SYK 
et AXL impliquées dans cette résistance. Une surexpression d’AXL a été retrouvée chez des 
patients résistants au nilotinib [359]. 
3. Stratégies thérapeutiques pour contrer les résistances 
Le développement des ITK de seconde génération a permis de contrer un grand nombre de 
résistance.  
Le dasatinib est le premier ITK de seconde génération à avoir été testé en clinique. Les études 
START (Src/Abl Tyrosine kinase inhibition Activity: Research Trials of dasatinib) ont étudié le 
bénéfice apporté par le dasatinib chez des patients résistants à l’imatinib. Les résultats à 24 
mois, d’une étude de phase II, comparant l’efficacité du dasatinib contre celle de l’imatinib à 
forte dose, chez des patients intolérants ou résistants à l’imatinib, montrent que le dasatinib 
permet d’obtenir de meilleurs réponses cytogénétiques majeures (53% contre 33%) et 
complètes (44% contre 18%) [360].  
Le nilotinib est également utilisé en seconde ligne. A 19 mois, il permet l’obtention de 56% de 
réponses cytogénétiques majeures de 44% de réponses cytogénétiques complètes. La survie à 
24 mois concerne 87% des patients [361]. 
Si le nilotinib et le dasatinib permettent de contrer une grande majorité des résistances à 
l’imatinib, ils sélectionnent aussi des mutations du domaine TK de BCR-ABL1. Cortes et al. 
ont observé que 26% des patients traités avec un ITK de seconde génération développaient 
une nouvelle mutation [362]. 
En cas de résistances primaires ou de secondaires aux ITK, le séquençage du domaine kinase 
de BCR-ABL1 est demandé. Il permet d’orienter la prise en charge du malade. En effet, la 
sensibilité aux différents ITK varie selon les mutations. 
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Figure 37 : Sensibilité des cellules de LMC aux ITK  
en fonction de la mutation sur le domaine TK de BCR-ABL1 
D’après : “Mechanisms of resistance to tyrosine kinase inhibitors in chronic myeloid leukemia and 
recent therapeutic strategies to overcome resistance” (Bixby – 2009) 
Actuellement, seules 20% à 30% des résistances peuvent être expliquées par une mutation du 
domaine kinase de BCR-ABL1. Pour les autres, les ITK de seconde génération restent peu 
efficaces et la maladie progresse rapidement, avec une issue fatale. Plusieurs molécules sont 
actuellement testées pour leur capacité à contrer les mécanismes de résistance indépendants de 
BCR-ABL1 ou résultant de la mutation T315I. Il s’agit d’ITK de troisième génération, 
d’inhibiteurs d’Aurora kinase ou de modulateurs de l’apoptose [363]. Certains montrent des 
résultats encourageants. 
F. Cellule souche leucémique 
Plusieurs études ont observé qu’une mauvaise observance dans la prise du traitement chez les 
patients en RMM entrainait une reprise de la maladie, suggérant la présence de cellules BCR-
ABL1 positives, quiescentes, résistantes aux traitements, capables d’auto-renouvellement et de 
différenciation : les cellules souches leucémiques (CSL) [364]. La persistance de ces cellules 
leucémiques impliquant un traitement à vie, de nombreuses études sont en cours pour essayer 
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de mieux comprendre l’origine de leur résistance. Récemment, deux équipes ont démontré que 
les CSL exprimaient bien BCR-ABL1, que son activité était inhibée par les ITK, mais que ça ne 
suffisait pas pour conduire ces cellules vers l’apoptose [365, 366]. L’exploration des 
mécanismes de résistance a révélé un rôle important du microenvironnement [367], mais aussi 
d’autres voies de signalisation indépendantes de BCR-ABL1 telles que la voie Hedgehog. De 
nombreuses études sont en cours pour tenter d’éradiquer ces CSL [368].  
III. LEUCÉMIES AIGUËS MYÉLOÏDES 
A. Physiopathologie 
Les Leucémies Aiguës Myéloïdes (LAM) sont les leucémies aiguës les plus fréquentes chez 
l’adulte. Elles sont caractérisées par un arrêt de la différenciation des cellules souches 
hématopoïétiques et par une accumulation de précurseurs hématopoïétiques immatures. 
Cliniquement cela se traduit dans la majorité des cas par une insuffisance hématopoïétique : 
anémie, neutropénie, thrombocytopénie [369]. L’incidence des LAM augmente avec l’âge et 
2/3 des patients sont âgés de plus de 60 ans [370] et leur prise en charge reste globalement peu 
efficace. 
La maladie est le plus souvent idiopathique, mais elle peut aussi faire suite à des antécédents de 
radiothérapie, de chimiothérapie ou de désordres hématologiques comme un syndrome 
myéloprolifératif. 
B. Facteurs pronostiques 
Des anomalies cytogénétiques peuvent être détectées chez 50 à 60% des patients atteints de 
LAM. Elles constituent le facteur pronostic le plus important pour prédire le taux de rémission, 
le risque de rechute et la survie globale 
Les anomalies cytogénétiques sont classées en trois groupes pronostiques : favorable, 
intermédiaire et défavorable. Les translocations t(8;21), t(15;17) ou une inversion du 
chromosome 16 sont associées à un bon pronostic. A l’inverse, les monosomies des 
chromosomes 5 et 7 ou une délétion du bras long du chromosome 5 ou 7 sont de mauvais 
pronostic. Les patients se situant dans le groupe intermédiaire ont un caryotype normal ou 
d’autres anomalies [371]. 
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Plusieurs études ont confirmé la valeur  pronostique de ces anomalies de façon indépendant 
des autres facteurs pronostiques dans  les LAM que sont l’âge, le taux de leucocytes au 
diagnostic et la réponse au traitement d’induction.   
C. Traitements 
1. Schéma thérapeutique classique 
1. 1 Induction 
Le traitement d’induction a pour but d’éliminer les cellules blastiques. C’est un traitement 
lourd, qui permet d’obtenir une rémission complète (RC) : disparition des signes de la maladie. 
Le traitement de référence associe 3 jours d’anthracycline (daunorubicine) à 7 jours d’aracytine 
[372]. Divers protocoles ont testé le remplacement de l’anthracycline ou l’ajout d’autres agents, 
sans bénéfice significatif sur la survie globale [373, 374]. Le traitement d’induction permet une 
rémission complète chez 75 à 80% des patients. 
1. 2 Traitement post-rémission 
Cette seconde phase de traitement a pour objectif l’élimination de toute trace de cellules 
tumorales non détectables, appelée maladie résiduelle, pour éviter les rechutes. Le traitement le 
plus efficace consiste en une allogreffe de cellules souches. Cependant, cette technique est 
associée à de fort taux de mortalité immédiate ou retardée, expliquée alors par une réaction du 
greffon contre l’hôte ou par des infections. La phase de rémission complète peut aussi être 
consolidée par chimiothérapie, mais elle est alors associée à un taux de rechute plus important. 
a. Greffe 
L’allogreffe demeure le meilleur traitement pour diminuer le risque de rechute après obtention 
d’une rémission. Cependant la mortalité toxique qui lui est liée en fait réserver l’utilisation aux 
patients qui ont un mauvais pronostic au diagnostic et aux patients qui ont présenté une 
rechute. L’avènement des allogreffes à conditionnements réduits a permis d’étendre leur 
utilisation de 45 à 65 ans [375]. L’utilisation de sang de cordon placentaire comme source de 
greffon permet d’augmenter les possibilités des greffe chez un patient qui n’aurait pas de 




Elle est basée sur l’administration d’aracytine à forte dose, et permet d’obtenir de bons résultats 
chez les 15% de sujets jeunes possédant les anomalies de bon pronostic. 
2. Problématique des patients de plus de 60 ans 
La prise en charge des patients atteints de LAM et âgés de plus de 60 ans reste un défi [378]. 
Ces patients tolèrent plus difficilement les traitements d’induction très lourds. Ils présentent 
plus souvent des anomalies cytogénétiques liées à un pronostic défavorable et leurs cellules 
leucémiques possèdent plus souvent des facteurs de résistance aux chimiothérapies [379]. 
Actuellement, seulement 40% de ces patients entrent en RC et seuls 10% d’entre eux ne 
rechutent pas. De nouvelles stratégies thérapeutiques sont donc attendues pour améliorer leur 
prise en charge. De nombreuses recherches se focalisent sur les thérapies ciblées qui offrent de 
nouvelles perspectives.  
3. Nouvelles pistes thérapeutiques 
En plus des anomalies cytogénétiques, les blastes de LAM sont aussi caractérisés par la 
présence d’anomalies moléculaires qui peuvent déréguler un RTK ou une kinase 
cytoplasmique. En se basant sur le modèle de la LMC, il est possible d’imaginer que l’inhibition 
de cette kinase pourrait constituer une stratégie thérapeutique prometteuse, d’autant plus que 
ces anomalies moléculaires influencent également le pronostic. 
 
Tableau 1 : Influence des modifications moléculaires sur le pronostic 
D’après : “New agents for acute myeloid leukemia: is it time for targeted therapies?”  
(Ferrara – 2012) 
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3. 1 Cibler le FLT3 
FLT3 joue un rôle important dans le développement de l’hématopoïèse normale [380]. Quatre-
vingt-dix pour cent des blastes de LAM expriment le récepteur, à des taux variables [381]. Des 
modifications activatrices de FLT3 ont été observées dans 15 à 40% des LAM, ce qui en fait le 
récepteur le plus fréquemment dérégulé dans cette pathologie [42]. Il existe plusieurs types de 
mutations, la plus fréquente concerne la région juxtamembranaire du récepteur : FLT3-ITD. 
La fréquence d’apparition de cette duplication est liée à l’âge, les patients de plus de 55 ans 
étant les plus touchés [382]. Plusieurs études ont démontré que la présence de la mutation 
FLT3-ITD était associée à un taux de rechute plus élevé et à un taux de survie sans progression 
plus faible [383]. 
Des études ont testé le bénéfice de l’inhibition de FLT3 en utilisant des anticorps 
monoclonaux, sans bénéfice réel. Le développement de petites molécules ITK, et plus 
particulièrement celles de seconde génération, a permis l’obtention de bons résultats, associées 
à une chimiothérapie conventionnelle [384].  
3. 2 Cibler c-KIT 
Le récepteur au SCF, c-KIT, est exprimé à la surface des blastes de LAM. Il a été démontré 
que le SCF augmentait leur prolifération [385]. Des mutations activatrices de c-KIT sont 
particulièrement observées dans les LAM de type CBF (core binding factor) : jusqu’à 48% des 
cas. Les LAM de type CBF sont caractérisées au niveau cytogénétique par la translocation 
t(8 ;21) ou par une inversion du 16. Ces anomalies induisent une perturbation des facteurs de 
transcription CBF, essentiels à l’hématopoïèse normale. Les LAM de type CBF représentent 
environ 15% des LAM de l’adulte [39].  
Les mutations de c-KIT étant associées à un mauvais pronostic, il existe un intérêt à tester les 
molécules inhibitrices de c-KIT. Des études précliniques ont démontré une activité anti-
leucémique de l’imatinib, utilisé seul [386]. Mais de façon globale, les résultats restent peu 
satisfaisants. Des études testent actuellement l’association de l’imatinib et des chimiothérapies 
conventionnelles (mitoxantrone, étoposide ou cytarabine).  
3. 3 Cibler la voie RAS/RAF/MEK/ERK 
La voie RAS/RAF/MEK/ERK fait partie des différentes voies de survie activées dans les 
LAM [387] indépendamment du stade de la maladie [388]. Des mutations activatrices de RAS, 
retrouvées dans environ 20% des LAM [389] et l’activation des récepteurs à activité kinase, 
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comme le récepteur FLT3, peuvent conduire à une augmentation de l’activation de la voie 
MAPK [390]. 
Deux stratégies différentes sont utilisées pour inhiber la voie MAPK dans les LAM. La 
première consiste à utiliser des inhibiteurs de la farnésyl transférase, une enzyme indispensable 
à l’activation de RAS, qui permet son recrutement à la membrane, où elle sera activée par SOS 
[391]. Une étude clinique a récemment démontré que l’utilisation d’inhibiteur de farnésyl 
transférase s’apportait pas de bénéfice par rapport à la cytarabine [392]. 
La seconde option consiste à inhiber une cible plus en aval : les kinases MEK1/2. Plusieurs 
travaux ont démontré que l’inhibition des MEK1/2, par différents inhibiteurs 
pharmacologiques induisait un arrêt prolifération et l’apoptose des lignées de LAM et des 
blastes leucémiques. Il est également décrit que l’inhibition des MEK1/2 provoque un arrêt du 
cycle cellulaire en phase G1, expliqué par une augmentation d’expression de l’inhibiteur des 
CDK : p27KIP1 [393, 394]. 
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IV.  LES GLIOBLASTOMES 
A. Présentation 
Les glioblastomes multiformes (GBM) représentent 12 à 15% des tumeurs primitives du 
système nerveux central et 60-75% des tumeurs astrocytaires. Ce sont les tumeurs les plus 
fréquentes et les plus agressives. L’incidence est de 3-4 nouveaux  cas/100000 habitants/an en 
Europe [395]. Ce sont des tumeurs d’évolution clinique très rapide, inférieure à 3 mois pour les 
glioblastomes de novo, un peu plus longue pour les formes dites secondaires (correspondant à 
l’histoire naturelle d’une tumeur gliale de grade inférieur). Leur nature particulièrement invasive 
empêche une résection complète, et la chimio- et radiorésistance naturelle de ces tumeurs 
impliquent une médiane de survie inférieure à 12 mois. Les traitements actuels apportent peu 
de bénéfice et repoussent cette médiane de survie à 14 mois seulement [396]. 
Les GBM correspondent au plus haut grade (IV) de malignité parmi les tumeurs astrocytaires, 
selon la dernière classification établie par l’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) [395]. Les 
GBM de novo représentent 90% des cas et touchent préférentiellement les adultes (moyenne 
d’âge à 62 ans). Les GBM secondaires sont issus de l’évolution d’un astrocytome de grade 
inférieur (II ou III). 
Ces tumeurs se situent majoritairement dans la substance blanche et sont très infiltrantes. La 
masse tumorale est caractérisée par la présence de cellules peu différenciées, avec une activité 
mitotique élevée. La présence de nécrose tumorale (parfois jusqu’à 80% de la tumeur), associée 
ou non aux modifications vasculaires (hyperplasie vasculaire et/ou prolifération endothéliale), 
constitue un critère de diagnostic important pour confirmer le grade IV.  
On décrit des sous-types morphologiques de GBM : GBM à petites cellules, avec des 
structures épithéliales, à cellules géantes, avec une composante oligodendrogliale, ou 
métaplasique, qui n’ont pas d’influence pronostique. Les anomalies moléculaires, qui sont 
variables au sein d’un même sous-type histologique, permettent à ce jour d’identifier des profils 
d’évolution clinique très différents.  
Les recherches sur les mécanismes de gliomagenèse ont permis de mettre en évidence des 
anomalies moléculaires récurrentes, pouvant influencer le pronostic et constituant des cibles 
thérapeutiques particulièrement intéressantes [397].  
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B. Anomalies moléculaires 
De nombreuses anomalies moléculaires associées au GBM ont été recensées. Elles sont 
impliquées dans le cycle cellulaire, la prolifération, la résistance à l’apoptose et l’angiogenèse 
[398]. Parmi les protéines concernées par ces anomalies, certaines sont des kinases ou des 
protéines impliquées dans une voie de transduction du signal, et sont des cibles thérapeutiques 
potentielles. Ce sont donc de ces protéines qu’il sera question. 
1. Récepteur à l’EGF 
Ce récepteur fait partie des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK). L’amplification ou la 
mutation du gène du récepteur à l’EGF est souvent retrouvée dans les GBM. Environ 40 % 
des patients ont un nombre de copies d’EGFR élevé, et 60% montrent une hyper-expression 
du récepteur quel que soit le niveau d’amplification du gène. De plus, l’EGFRvIII qui est activé 
constitutivement, est le variant muté le plus souvent retrouvé dans les GBM [399].  
2. Voie PI3K/AKT/mTOR 
Dans les GBM, une suractivation de la voie PI3K/AKT/mTOR peut être induite de trois 
façons différentes. 
Tout d’abord, comme décrit préalablement, il s’agit d’une voie de transduction du signal, 
répondant à l’activation d’un RTK. Dans les GBM, elle peut donc être dérégulée suite à une 
hyper-expression ou à une mutation activatrice de l’EGFR.  
La PI3K elle-même peut être dérégulée. Dans les cancers humains, le gène codant pour la 
sous-unité activatrice p110 de la PI3K est fréquemment amplifié. Des mutations activatrices du 
gène PI3KCA ont été retrouvées chez 15% des patients atteints de GBM [400]. 
Enfin, les dérégulations de la voie PI3K peuvent être indirectes. On retrouve des  mutations 
inactivatrices avec perte de fonction ou des délétions de PTEN dans plus de 35% des GBM 
[63]. Elles sont associées à une survie plus courte [401]. Le maintien de l’expression de PTEN 
sensibilise les GBM au traitement par radiothérapie, et non par chimiothérapie [396].  
C.  Traitements 
La prise en charge des GBM reste un défi et requiert une approche multidisciplinaire. Malgré 
les différentes approches testées, et en dépit de l’association chirurgie, radiothérapie et 
chimiothérapie, la progression de la maladie reste rapide et la médiane de survie ne dépasse pas 
15 mois. 
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1. Traitement de référence 
Il associe la chirurgie quand elle est possible, à la radiothérapie et à la chimiothérapie. Les 
GBM sont des tumeurs très infiltrantes, à contours diffus et malgré les progrès techniques 
facilitant l’opération (neuronavigation), la résection totale est quasi-impossible. 
Depuis 1970, plusieurs études ont démontré que la radiothérapie augmentait la survie moyenne 
d’environ 6 mois [402]. Cependant près de 90% des patients récidivent près de la zone ciblée 
par la radiothérapie post-opératoire. 
Une étape majeure dans le traitement des GBM réside en l’usage du Temozolomide 
(Temodal®) un agent alkylant de seconde génération. Il s’est d’abord montré efficace dans les 
GBM en récidive permettant de maintenir et d’améliorer la qualité de vie des malades. En 
2005, Stupp et al. ont montré lors d’un essai clinique multicentrique qu’un traitement par 
chimiothérapie de type témozolomide administré dès le début de la radiothérapie augmente la 
survie des patients atteints de GBM de façon significative : le taux de survie à 2 ans des 
patients traités par radiothérapie seule est de 10%. Il dépasse 25% si le témozolomide est 
administré dès le début de la radiothérapie et ensuite de façon adjuvante [396]. 
2. Perspectives thérapeutiques 
2. 1 Cibler l’EGFR 
Environ 50% des glioblastomes surexpriment l’EGFR et 25% expriment une forme mutée 
constitutivement active [403]. Ces données, en plus du succès des thérapies ciblées contre 
l’EGFR dans d’autres tumeurs, et de résultats précliniques intéressants [404], ont fait de 
l’EGFR une cible thérapeutique attractive dans les GBM. 
Parmi les inhibiteurs de l’EGFR, l’erlotinib a fait l’objet de nombreuses études cliniques. Une 
étude de phase I a montré que les patients avec une forte expression d’EGFR et une faible 
activité d’AKT répondaient mieux que les patients possédant les caractéristiques inverses [251]. 
Cependant, les études de phase II, sur des patients au diagnostic ou en rechute, ont montré peu 
de bénéfice à l’utilisation de l’erlotinib, qu’il soit utilisé en monothérapie ou en association [248, 
249, 405, 406].  
D’autres études ont démontrées que l’erlotinib était plus efficace chez des patients ayant une 
co-expression de PTEN et du mutant EGFRvIII [249], faisant de ces deux protéines des 
facteurs pronostic intéressants [70]. 
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Actuellement, de nombreuses études cliniques de phase I ou II testent le bénéfice apporté par 
l’erlotinib, en association avec des chimiothérapies classiques ou ciblées. 
2. 2 Cibler la voie PI3K/AKT/mTOR 
La voie PI3K/AKT/mTOR fait partie des voies dérégulées dans les glioblastomes. 
L’inhibition des kinases impliquées constitue donc également un enjeu thérapeutique 
intéressant. 
Le BEZ-235 est un inhibiteur de mTOR et de la PI3K, il induit un arrêt du cycle cellulaire en 
phase G1 sur les lignées cellulaires de GBM, in vivo, il augmente l’efficacité du témozolomide 
[407]. Une autre étude a mis en évidence qu’un traitement par le LY294002 (inhibiteur de la 
PI3K), sensibilisait les lignées de GBM à l’apoptose induite par diverses chimiothérapies 
(TRAIL, étoposide…) [408]. 
Des études cliniques de phase I et II sont en cours pour évaluer le bénéfice apporté par 
















L’étude des mécanismes aboutissant à la tumorigénèse a permis de révéler, dans beaucoup de 
cancers, une amplification ou une mutation de divers oncogènes, avec pour conséquence des 
capacités de prolifération et de survie accrues pour la cellule tumorale. Les protéines à activité 
kinases jouent un rôle primordial dans la transduction du signal et contrôlent de nombreux 
processus intracellulaires comme la croissance, la différenciation ou l’apoptose. Des 
dérégulations des protéines à activité kinases sont retrouvées dans la majorité des cancers. Qu’il 
s’agisse de la translocation t(9 ;22) dans la LMC, de la surexpression de l’EGFR dans les 
glioblastomes ou de la mutation FLT3-ITD dans les LAM, les kinases ainsi activées 
maintiennent en permanence des signaux de survie et de prolifération dans les cellules 
transformées. 
La compréhension des voies de signalisation dérégulées dans les cellules cancéreuses a 
totalement modifié la stratégie de thérapie anti-tumorale. Ces découvertes ont en effet mis en 
lumière de multiples cibles et ont conduit au développement de nouvelles classes de 
thérapeutiques capables d’inhiber les kinases oncogéniques. A ce jour, l’imatinib mesylate 
(STI571, Gleevec®, Novartis) reste l’exemple le plus probant. In vitro, il s’est d’abord révélé 
capable d’induire par lui-même, une apoptose liée à l’accumulation de la protéine pro-
apoptotique BIM et spécifique des cellules leucémiques. In vivo, il a révolutionné la prise en 
charge de la LMC et a ainsi ouvert la voie au développement de nombreux autres inhibiteurs 
de kinase. 
La très grande sensibilité de certains cancers à l’inhibition d’une seule tyrosine kinase reflète 
une dépendance à la voie de signalisation activée par cette kinase. Cette observation a conduit 
au concept d’addiction oncogénique, bien observé dans les cellules de LMC. Cependant, la 
réponse apoptotique pourrait résulter de l’inhibition de plusieurs kinases. L’imatinib, par 
exemple, est capable d’inhiber à la fois BCR-ABL1, c-KIT et le PDGFR et cette activité 
multiple pourrait expliquer son efficacité dans les LMC. Nous avons également observé, dans 
ce même modèle, que l’accumulation de BIM, induite par l’imatinib, était indispensable au 
processus apoptotique mais pas toujours suffisante, suggérant l’existence de mécanismes de 
résistance à l’augmentation de BIM.  
Il semble que ces inhibiteurs de tyrosine kinase, qui ont fait la preuve de leur efficacité dans 
certains cas, pourraient voir leur domaine d’application étendu à d’autres cancers, à condition 
que des voies alternatives de survie soient aussi inhibées. Pour cela, il est important de mieux 
comprendre comment ces ITK modifient, à l’intérieur de la cellule, les expressions, les 
dégradations et les interactions des différentes protéines impliquées dans la réponse 
apoptotique.  
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Le travail de cette thèse a consisté à mieux comprendre les mécanismes d’apoptose induits par 
les ITK, et à rechercher quelles voies alternatives de survie devront être bloquées pour leur 
assurer une meilleure efficacité. Trois modèles tumoraux ont été utilisés in vitro : la leucémie 
myéloïde chronique, la leucémie aiguë myéloïde et le glioblastome. Si les problématiques de 
départ étaient différentes, la démarche mise en place pour tenter de répondre aux questions 
posées a été la même et a permis d’aboutir à un schéma global, transposable à la majorité des 
cancers. 
Partie I : la LMC, un modèle d’étude 
Dans cette étude, la leucémie myéloïde chronique a été utilisée comme modèle. Les protéines 
de la famille BCL-2 jouent un rôle important dans l’apoptose induite par les ITK. Plusieurs 
études ont démontré que l’inhibition des protéines anti-apoptotiques comme BCL-2 ou BCL-
xL favorisait l’induction de l’apoptose par diverses chimiothérapies. Nous avons exploré cette 
piste pour les cellules de LMC. L’étude d’une éventuelle synergie entre les inhibiteurs de 
tyrosine kinase et l’ABT-737, une petite molécule mimétique de BIM (inhibitrice de BCL-xL et 
de BCL-2) a été testée sur des lignées cellulaires et sur des cellules primaires provenant de 
patients atteints de LMC. 
Dans ce même modèle, nous avions observé que l’apoptose induite par le nilotinib était 
diminuée en présence de Stem Cell Factor (SCF). Cette étude nous avait permis d’observer que 
l’accumulation de BIM indispensable à l’apoptose induite par les ITK, ne se révélait cependant 
pas suffisante. Elle remettait également en cause l’addiction des cellules de LMC à BCR-ABL1. 
En effet, l’inhibition de BCR-ABL1 ne semble pas suffisante pour induire la mort, si une autre 
voie de survie est maintenue. Il était donc important d’identifier la voie de survie activée par le 
SCF afin de pouvoir la bloquer par l’utilisation d’un autre inhibiteur. 
Le dernier point du projet LMC a porté sur les cellules souches quiescentes leucémiques (CSL). 
Elles sont à l’origine de la maladie et ne sont pas sensibles aux thérapeutiques actuelles. Après 
arrêt du traitement, le « réveil » d’une CSL peut être synonyme de rechute, ce qui implique un 
traitement à vie des patients. Nous avons donc testé l’efficacité des combinaisons de thérapies 
sur l’induction de l’apoptose dans les CSL.  
 
109 
Partie II : Thérapies ciblées et Leucémie Aiguë Myéloïde 
Les résultats obtenus en associant un ITK à l’ABT-737, dans les cellules de LMC, nous ont 
permis d’observer que cette combinaison thérapeutique permettait l’utilisation de faible doses 
d’inhibiteurs. Cet avantage nous est paru comme une nouvelle stratégie thérapeutique pour la 
Leucémie Aiguë Myéloïde. En effet, les traitements actuels proposés sont trop toxiques et peu 
efficaces chez des patients qui sont de plus en plus âgés. Le rationnel pour utiliser l’ABT-737 
était renforcé par le fait que les cellules de LAM expriment souvent fortement la protéine anti-
apoptotique BCL-2. Entre la première étude sur les cellules de LMC et celle menée sur les 
LAM, une forme orale de l’ABT-737 a été développée. Il s’agit du Navitoclax® ou ABT-263. 
Nous l’avons associé à différents ITK.  
Dans les cellules de LMC, l’ABT-737 coopère avec BIM, dont l’expression est stabilisée par les 
ITK. La phosphorylation de BIM par les kinases ERK1/2 conduit à sa dégradation par le 
protéasome. Nous avons choisi de tester un inhibiteur des kinases MEK1/2 (situées en amont 
des kinases ERK1/2) sur les cellules de LAM pour favoriser l’expression de BIM, et tenter 
d’obtenir une coopération synergique avec l’ABT-263. 
L’Erlotinib fait partie de la famille des anti-EGFR (Epithelial Growth Factor Receptor) et, 
comme le Géfitinib, inhibe l’activité tyrosine kinase de l’EGFR. De façon surprenante, 
plusieurs études ont montré que l’erlotinib bloquait la prolifération des lignées leucémiques 
myéloïdes qui n’expriment pas l’EGFR. L’histoire d’un patient atteint d’un adénocarcinome 
pulmonaire associé à une leucémie aiguë myéloblastique qui ayant reçu de l’erlotinib pour 
l’adénocarcinome pulmonaire a obtenu une rémission complète de sa LAM constitue un autre 
argument pour l’utilisation d’un inhibiteur de l’EGFR. On sait également que l’erlotinib induit 
l’apoptose avec accumulation de BIM, dans les adénocarcinomes pulmonaires et que cet effet 
est renforcé par l’association avec l’ABT-737. Nous avons analysé l’éventuelle coopération ou 




Partie III : Étude des mécanismes de résistances mis en place par les cellules de GBM 
Dans une troisième partie, nous nous sommes intéressés aux glioblastomes. Les traitements 
actuellement proposés sont très peu efficaces, et la médiane de survie se situe à seulement 15 
mois, les cellules de glioblastomes étant particulièrement caractérisées par leur résistance à 
l’apoptose. Le récepteur à l’EGF est amplifié dans 50% des cas de GBM et souvent surexprimé 
ou activé, offrant un rationnel pour un traitement par l’erlotinib. Cet inhibiteur de l’EGFR s’est 
révélé capable d’induire l’apoptose dans les cellules du cancer du poumon non à petites cellules 
(CPNPC), en favorisant l’accumulation de la protéine pro-apoptotique BIM. En collaboration 
avec S. Eimer de l’EA 2406 nous avons cherché à savoir si, comme dans les cellules de LMC 
ou de CPNPC, l’utilisation d’un ITK pouvait induire l’apoptose par accumulation de BIM dans 
les lignées de GBM. Les mécanismes de mort cellulaires et de résistance à l’apoptose des 
lignées U87-MG et DBTRG-05MG, ont ainsi été étudiés. 
L’étude des glioblastomes s’est poursuivie en collaboration avec l’équipe du Dr V. Quillien de 
Rennes qui a établi des lignées cellulaires, à partir de prélèvements de GBM humains. Selon les 
conditions de culture, les cellules forment une lignée adhérente ou constituent des 
neurosphères. Ce modèle nous a permis de nous rapprocher de l’in vivo, en mimant 
l’hétérogénéité des cellules composant les GBM. De plus il est avéré que les cellules souches de 
GBM ont la particularité de croître en formant des neurosphères. Etant donné le rôle capital 
des cellules souches de GBM dans l’invasion tumorale et leur capacité de résistance aux 
traitements, les lignées de neurosphère ont constitué un modèle précieux pour comprendre les 
effets de l’erlotinib sur les cellules souches cancéreuses. La voie de signalisation Hedgehog est 
impliquée dans l’activation des cellules souches neurales et des cellules souches tumorales de 
GBM. Nous avons donc testé le bénéfice de l’association entre l’erlotinib et la cyclopamine : 
inhibiteur de la voie Hedgehog. 
A partir de ces différents travaux associant des thérapies dirigées contre différentes cibles au 
sein des cellules tumorales, nous avons montré qu’il pouvait être intéressant de multiplier les 
points d’attaque. L’utilisation de faibles doses d’inhibiteurs permet de bénéficier de la 
spécificité de chacun des agents thérapeutiques et d’augmenter l’efficacité contre la cellule 
tumorale tout en limitant les effets secondaires. Ce type d’association devrait aussi permettre 
une efficacité simultanée contre des cellules présentant différents degrés de différenciation au 
















Ce chapitre rassemble le matériel et les méthodes que j’ai utilisés au cours de la thèse. Certaines 
techniques auxquelles je n’ai pas participé ne sont pas détaillées ici, mais elles sont décrites dans 
la partie Matériel et Méthodes de chaque article. 
I. MATERIEL 
A. Lignées cellulaires 
1. Modèles de LMC 
Les lignées K562 et LAMA-84 sont des lignées humaines de LMC. Elles ont été établies à 
partir de patients atteints de LMC en phase blastique. Elles expriment la tyrosine kinase 
chimérique BCR-ABL1. 
La lignée K562 Sh BCR-ABL1 a été obtenue par transfection lentivirale. Le sh RNA cible 
l’isoforme p210 de BCR-ABL1. Sa séquence nucléotidique a été décrite [409]. Le sh RNA a été 
cloné dans un plasmide exprimant la protéine EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein). 
L’efficacité de transduction a été vérifiée en analysant l’expression de l’EGFP par cytométrie 
en flux, puis celle de BCR-ABL1 par WB. 
La lignée K562 résistante à l’imatinib (K562-RI) a été établie en cultivant la lignée K562 en 
présence de doses croissantes d’imatinib [410]. Les cellules K562-RI n’expriment pas MDR-1 
et ne sont pas mutées sur le domaine tyrosine kinase de BCR-ABL1. Elles sont cultivées en 
présence de 1µM d’imatinib et sont transférées dans un milieu sans imatinib 24h avant chaque 
expérience. 
2. Modèles de LAM 
Les lignées HL60, THP1, U937, MOLM-13 et MV-4 sont des lignées humaines utilisées 
comme modèles de leucémie aiguë myéloïde. La lignée HL60 a été établie à partir d’un patient 
présentant une leucémie aiguë promyélocytaire. Les lignées THP1 et MOLM-13 ont été 
établies à partir de patients présentant une leucémie aiguë monocytique. La lignée U937 a été 
établie à partir d’un patient présentant un lymphome histiocytique. La lignée MV4-11 a été 
établie à partir d’un patient présentant une leucémie aiguë myélomonocytique. Les lignées 
MOLM-13 et MV4-11 présentent la duplication FLT3-ITD. 
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3. Modèles de glioblastomes 
Les lignées U87-MG (notées U87) et DBTRG-05MG (notées DBT) sont des lignées 
adhérentes établies à partir de patients atteints de glioblastomes de grade IV.  
Les lignées U87-R et DBT-R, résistantes à l’erlotinib, ont été obtenues en cultivant les lignées 
sauvages avec des doses croissantes d’erlotinib, jusqu’à 20µM. Les cellules sont cultivées en 
présence de 20µM d’erlotinib et sont transférées dans un milieu sans erlotinib 24h avant 
chaque expérience.  
L’équipe du Dr V. Quillien a établi des lignées de glioblastomes, à partir d’échantillons de 
GBM humains, obtenus chez des patients admis en service de Neurochirurgie du CHU de 
Rennes (Pr Brassier), pour résection de tumeur cérébrale. Ils ont donné leur consentement 
après information selon la Loi du comité d’éthique en vigueur. Les tumeurs prélevées ont 
toutes été diagnostiquées astrocytome infiltrant de grade IV selon l’OMS. Après dissociation 
mécanique des tissus tumoraux, les cellules ont été cultivées, selon les conditions, soit en 
Neurosphères (NS) : GBM NS 85, GBM NS 125, GBM NS 142 soit en cellules adhérentes 
(Adh) : GBM Adh 85, GBM Adh 125, GBM Adh 142. 
4. Conditions de cultures 
Les lignées K562, LAMA-84, HL60, THP1, U937, MOLM, MV-4 et DBT sont cultivées en 
milieu RPMI supplémenté par 10% (v/v) de sérum de veau fœtal (SVF), 100 U/ml de 
pénicilline et 50 µg/ml de streptomycine, en atmosphère humide contenant 5% (v/v) de CO2 
à 37°C. Un cocktail de cytokines est ajouté au milieu pour la culture des MV-4 (100 µL/ml – 
Stem α4B). Pour chaque expérience, les cellules utilisées étaient en phase exponentielle de 
croissance. 
La lignée U87 est cultivée en milieu DMEM (Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium) 
enrichi avec du sérum de veau fœtal à 10% (v/v), en présence de 100 U/ml de pénicilline et 
100µg/ml de streptomycine, et 1% d’acides aminés non essentiels (Dulbecco’s) dans une 
atmosphère humide 5% (v/v) CO2 à 37°C.  
Les cultures de cellules en NS (GBM NS 85, GBM NS 125, GBM NS 142) sont réalisées en 
milieu DMEM/F12 (1/1), supplémenté avec B27 et N2 (Invitrogen, USA), de l’EGF (20 
ng/ml) et du FGF basique (20 ng/ml) (Peprotech, Tebu-Bio) à 37°C, en atmosphère humide à 
5% (v/v) de CO2. Les neurosphères formées sont isolées et dissociées avec de la trypsine 
(dilution au 1/10 dans du PBS), et réensemencées à 1x10 4 cellules/puits sur une plaque de 24 
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puits, dans les conditions indiquées ci-dessus pendant 14 jours. Entre chaque passage, la moitié 
du milieu de culture est remplacée tous les 2-3 jours, par du milieu neuf. 
Les cellules Adh (GBM Adh 85, GBM Adh 125, GBM Adh 142) sont cultivées dans du 
DMEM supplémenté en SVF 10%. Les cellules à confluence sont décollées par de la trypsine 
et ensemencées à 50 000 cellules/ml.  
B. Cellules primaires 
Les cellules mononucléées (CMN) sont issues de la moelle osseuse de patients atteints de LMC 
ou de LAM, prélevés au diagnostic de la maladie, avant tout traitement. Des échantillons de 
moelles de patients, sans désordre hématologique, et considérés comme normaux ont aussi été 
utilisés. La fraction de cellules mononucléées est récupérée après centrifugation sur coussin de 
Ficoll. Après un lavage au PBS, les cellules sont mises en culture en milieu RPMI supplémenté 
par 10% (v/v) de sérum de veau fœtal (SVF), 100 U/ml de pénicilline et 50 µg/ml de 
streptomycine, en atmosphère humide contenant 5% de CO2 et à 37°C. Les CMN issues de 
moelles normales et de moelles de LAM sont mises en culture avec un cocktail de cytokines. 
C. Drogues et réactifs 
1. Inhibiteurs de kinase 
L’imatinib (STI571, Gleevec®, Novartis) et le nilotinib (AMN107, Tasigna®, Novartis) sont 
des inhibiteurs de BCR-ABL1. Ils sont dilués en DMSO (diméthylsulfoxyde) et respectivement 
utilisés à 1 µM et 20 nM. 
Le RAD001 (Everolimus®, Novarits) est un inhibiteur du complexe mTORC1. C’est un dérivé 
de la rapamycine. Il est dilué en DMSO et a été utilisé à 200 nM. 
Le LY294002 (Cell Signaling Technology) est un inhibiteur de la PI3K. Il est dilué en DMSO 
et a été utilisé à 10 µM. 
L’erlotinib (OSI 774, Tarceva ®, Roche-Genentech) et le géfitinib (ZD-1839, Iressa®) sont 
des inhibiteurs de l’EGFR. Ils sont dilués en DMSO. L’erlotinib a été utilisé à 10 µM pour 
l’étude sur les GBM. L’erlotinib et le géfitinib ont été utilisés à 5 µM pour les LAM. 
L’AS703026 (Merck Serono) est un inhibiteur des MEK1/2 (noté MEKi). Il a été utilisé à 1 
μM. 
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L’UCF-101 (Calbiochem) est un inhibiteur de la sérine/thréonine kinase HtrA2/Omi. Il a été 
utilisé à 20 µM. 
La staurosporine (Sigma) est un inhibiteur de kinase à large spectre. Il a été utilisé à 0,5 µM. 
2. Petites molécules mimétiques 
L’ABT-737 (Abbott) est un mimétique du domaine BH3 de BIM. C’est un inhibiteur de Bcl-2, 
Bcl-XL et Bcl-W. Il a été utilisé à 200 nM pour traiter les lignées de LMC et à 20 nM pour 
traiter les CMN issus de patients atteints de LMC. 
L’ABT-263 (Navitoclax®, Abbott) correspond à la forme orale de l’ABT-737 et a les mêmes 
capacités d’inhibition. Il a été utilisé à 200 nM pour traiter les lignées de LAM et à 20 nM pour 
traiter les CMN issus de patients atteints de LAM. 
Le LBW-242 (Novartis) est un mimétique de Smac/Diablo, et par conséquent un inhibiteur 
des IAPs. 
3. Autres inhibiteurs 
Le z-VAD-fmk (Calbiochem) est un inhibiteur à large spectre des caspases. Il a été utilisé à 10 
µM. 
La cyclopamine (Selleck) est un inhibiteur de Smo (voie Hedgehog). Il a été utilisé à 10 µM. 
La chloroquine (Selleck) est un inhibiteur de l’autophagie en bloquant la fusion des 
phagosomes avec les lysosomes. Elle a été utilisée à 10µM.  
4.  Réactifs 
Le cocktail de cytokines Stem α 4B (Stem cell) est utilisé à 100µL/ml pour la culture des CMN 
issus de moelles normales ou de moelles de patients atteints de LAM. Il contient de l’IL-3, de 
l’IL-6, de l’IL-11, du SCF, du GM-SCF, de l’EPO et du FLT3 ligand. 




A. Mesure de l’apoptose par cytométrie en flux 
1. DiOC6 
Le DiOC6(3) est une sonde du potentiel de membrane mitochondriale (MMP : mitochondrial 
membrane potential) [411]. C’est une molécule fluorescente électropositive qui se concentre 
dans l’organite le plus électronégatif de la cellule : la mitochondrie. Les cellules en apoptose 
montrent une baisse du MMP caractérisée par une intensité de fluorescence diminuée. Les 
cellules sont incubées en présence de 0,1µg/ml de DiOC6(3), pendant 30min à 37°C. 
L’intensité de fluorescence est détectée par cytométrie en flux. 
2. Annexine V 
L’annexine V marque les résidus phosphatidylsérines exposés par les cellules en apoptose, du 
côté externe de la membrane plasmique. L’annexine V est couplée au FITC. Les cellules sont 
incubées en présence d’annexine V, dans un tampon riche en calcium, pendant 15min à 
température ambiante. Les échantillons sont analysés par cytométrie en flux. 
B. Étude de la viabilité cellulaire 
A J0 chaque puits est ensemencé à 25000 cellules/puits, en plaque de 96 puits en présence des 
drogues. Après 3 jours d’incubation à 37°C, la viabilité cellulaire peut être révélée par MTT ou 
par Cell Titer Glo. Les résultats sont présentés en pourcentage du contrôle :  
(DO moyenne des cellules traitées / DO moyenne des cellules contrôles) x 100 ± écart-type 
1. MTT 
Le MTT est un sel de Tétrazolium qui est réduit par les déshydrogénases mitochondriales des 
cellules vivantes en sel de Formazan pour former un précipité violet. La quantité de précipité 
formée est proportionnelle à la quantité de cellules vivantes. Après incubation des cellules avec 
du MTT pendant 3h à 37 °C, le précipité sera dissout par du SDS 2% (w/v) pour former une 
coloration homogène. L'absorbance sera lue au spectrophotomètre. Plus le nombre de cellules 
vivantes sera élevé, plus le MTT aura été précipité et plus la coloration sera intense. 
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2. Cell Titer Glo 
Il s’agit d’une méthode d’analyse de la viabilité cellulaire, basée sur la quantité d’ATP dans les 
cellules. Le réactif ajouté aux cellules contient de la luciférase et de la luciférine, dans un milieu 
riche en Mg2+. L’ATP libéré dans le milieu, après lyse des cellules, permet l’activité de la 
luciférase, qui pourra catalyser la luciférine, formant ainsi un signal lumineux, proportionnel à 
la quantité d’ATP. Le signal lumineux sera lu par le luminomètre. 
C.  Étude des protéines 
1. Western Blot 
Les protéines sont séparées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) et 
transférées sur une membrane de PVDF (BIORAD). Les membranes sont saturées par une 
solution de lait ou d’albumine à 5% (w/v) en TBS (Tris-Buffer-Saline)/0,1%  (v/v) Tween, 
pendant une heure à température ambiante. Des anticorps conjugués à la péroxydase ont été 
utilisés comme anticorps secondaires (anti-IgG de lapin et anti-IgG de souris). La détection des 
différentes protéines est faite par chimioluminescence à l’aide du kit Western Lightning ® 
(Perkin Elmer, Courtaboeuf, France) et d’un analyseur d’images (KODAK). 
2. Immunoprécipitation 
5.106 cellules sont lavées en PBS froid et lysées par un tampon d’extraction contenant du 
Triton X100, des inhibiteurs de protéases et du PMSF, pendant 10 minutes dans la glace. 
Après 20 minutes de centrifugation à 10 000 rpm à 4°C, les surnageants de chaque échantillon 
sont pré-nettoyés avec les protéines A et G couplées aux billes d’agarose. Une partie du 
surnageant est conservé, il s’agit de l’extrait total. Dans l’autre partie du surnageant, les 
anticorps dirigés contre les protéines à précipiter sont ajoutés. Après 1 heure d’incubation dans 
la glace, les protéines A et G couplées aux billes d’agarose sont ajoutées. Après 1 heure 
d’incubation dans la glace et centrifugation, le surnageant est éliminé et les billes sont lavées 4 
fois par du tampon de lyse dépourvu d’inhibiteur de protéases et de PMSF. L’extrait total et les 
culots de billes sont repris dans du tampon électrophorèse non réducteur (sans β-mercapto-
éthanol) puis bouillis. Les échantillons sont ensuite analysés par WB. 
 
118 
3. Fractionnement sub-cellulaire 
Nous avons utilisé un kit qui permet la séparation du cytosol des autres particules de la cellule 
(Cytosol/Particulate Rapid Separation Kit, Abcam), selon les recommandations du fabriquant. 
La fraction cytosolique a ensuite été diluée avec du tampon d’extraction de protéines et 
analysée par WB. 
4. Cytométrie en flux 
Après lavage en PBS, les cellules sont fixées en paraformaldéhyde à 4% (v/v) pendant 10 
minutes. Elles sont ensuite perméabilisées en deux étapes : par un lavage en Triton 0,1% (v/v)-
PBS puis par une incubation en méthanol 50% (v/v)-PBS froid. Après réhydratation en PBS-
SAB 3% (w/v) (sérum albumine bovine), les cellules sont marquées de façon indirecte. Elles 
sont incubées avec l’anticorps primaire, selon les recommandations du fabriquant, lavées en 
PBS-SAB 3% puis incubées avec un anticorps secondaire couplé à l’Alexa-647. L’analyse est 
effectuée sur le cymomètre en flux Navios® (Beckman-Coulter). Pour chaque expérience, un 
contrôle négatif est réalisé, en utilisant un anticorps primaire non relevant. 
D.  Etude de la clonogénicité 
Les cellules ont été ensemencées dans un milieu semi-solide composé pour 30% de collagène 
Stem α (Stem Cell) et pour 70% du cocktail de cytokines Stem α4B (Stem Cell). 100 cellules 
ont été ensemencées dans 500µL de milieu semi-solide dans une plaque 24 puits et incubées 12 
jours à 37°C en atmosphère humide.   
E. ARN interférence 
Les cellules sont transfectées par électroporation, avec le kit Nucléofactor V (Lonza) et 
l’appareil Nucleofactor® Amaxa (programme 16). Pour chaque expérience, les cellules ont été 
transfectées avec un siRNA dirigé contre un ARNm d’intérêt, et un siRNA contrôle. 
L’efficacité de la transfection a été vérifiée par WB. 
Les siRNA contrôle et dirigés contre HtrA2/Omi et LC3b proviennent de chez Dharmacon. 
Les siRNA dirigés contre l’α-B-crystalline proviennent de chez Sigma. 
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F. RT-PCR quantitative 
Les ARN totaux sont isolés des cellules en utilisant du Trizol (Invitrogen, Cergy Pontoise, 
France), selon les instructions du fabricant. Pour éliminer les traces d’ADN génomique, les 
ARNs sont traités à la DNAse (Ambion, Austin, TX, USA). Les ADN complémentaires sont 
synthétisés à partir d’un 1µg d’ARN (Transcriptor First Strand cDNA synthesis, Roche). Les 
taux de transcription de XIAP et de RPLPO (gène de référence) sont déterminés par PCR 
(polymerase chain reaction) quantitative en utilisant le kit SYBR Green Master Mix (Stratagene, 
Massy, France). Les réactions ont été réalisées dans un volume total de 25µL contenant 2µL 
d’ADNc et 6,25µM de chaque amorce. L’étape d’activation de l’enzyme de 10 min à 95°C est 
suivie de 40 cycles successifs (dénaturation: 95°C, 30 sec ; hybridation des amorces : 58°C, 1 
min et élongation : 72°C, 1 min). Une courbe de dissociation est réalisée afin de déterminer la 
spécificité de la PCR. Le taux d’ARNm de XIAP est quantifié par la méthode des CT. Chaque 
échantillon a été analysé en triple. Les séquences des amorces sont décrites dans l’article [412]. 
G. Analyses statistiques 
Chaque expérience réalisée à partir des lignées cellulaire a été renouvelée 3 fois et les résultats 
présentés correspondent à la moyenne des résultats +/- l’écart-type. Le test Student pour les 
valeurs appariées a été utilisé pour l’analyse des données. L’apoptose induite spécifiquement 
par les différentes molécules est exprimée en pourcentage. 
Etant donné les larges variations d’apoptose spontanée observée dans les échantillons de 
patients, l’apoptose spécifique induite par les différentes molécules utilisées a été calculée en 
pourcentage : (apoptose cellules traitées – apoptose cellules témoin)*100 / (100 - apoptose 
cellules témoin). 
L’index de combinaison (CI : combination index) a été déterminée par la méthode de Chou-
Talalay à l’aide du logiciel Calcusyn ((Biosoft, Cambridge, UK). Les résultats présentés 
correspondent à la moyenne des index de combinaison obtenus pour des valeurs d’ED50, 
ED75 et ED90 (dose efficace). Pour déterminer le CI, trois expériences indépendantes ont été 
réalisées pour les K562 et cinq échantillons différents de patients ont été analysés pour les 
progéniteurs hématopoïétiques de LMC. Lorsque le CI obtenu est inférieur à 1, l’association 
des deux drogues est considérée comme synergique, lorsqu’il est égal à 1, il s’agit d’un effet 
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I. ARTICLE 1  
A partir des connaissances sur le mode d’action des ITK dans l’induction de l’apoptose, nous 
avons cherché à augmenter l’efficacité de l’imatinib et du nilotinib in vitro. Nous avons voulu 
vérifier si une augmentation de l’activité de BIM pouvait conduire à une augmentation de la 
sensibilité aux ITK. L’une des stratégies pouvant être utilisée pour augmenter l’activité de BIM 
consiste à bloquer ses inhibiteurs endogènes : les protéines anti-apoptotiques de la famille 
BCL-2. Notre intérêt s’est particulièrement porté sur l’ABT-737. Il s’agit d’une petite molécule 
développée par les laboratoires Abbott. C’est un mimétique du domaine BH3 de BAD, capable 
d’inhiber l’activité anti-apoptotique de BCL-2, BCL-xL et BCL-W. L’ABT-737 s’était déjà 
révélé capable d’induire par lui-même, l’apoptose dans d’autres hémopathies malignes.  
Ce travail a abouti à la publication suivante : 
L’ABT-737 augmente l’apoptose induite par les inhibiteurs de tyrosine kinases dans les 
cellules de leucémie myéloïde chronique en diminuant XIAP et sensibilise la 
population CD34+/CD38- à l’imatinib 
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ABT-737 increases tyrosine kinase inhibitor–induced apoptosis in chronic
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Chronic myeloid leukemia (CML) tumorigenicity is driven by the oncogenic BCR-ABL tyro-
sine kinase. Specific tyrosine kinase inhibitors (TKI) have been designed and are now used for
the treatment of CML. These TKI induce apoptosis in leukemic cells in a BIM-dependent
mechanism. We hypothesized that an increase in BIM activity could sensitize CML cells to
TKI. We blocked the anti-apoptotic proteins of the Bcl-2 family by using ABT-737, a Bcl-2
and Bcl-XL inhibitor. ABT-737 modified Bcl-2 protein interactions toward a pro-apoptotic
phenotype. Its combination with TKI resulted in a strong synergism in CML cell lines. The
association also induced a large decrease in X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP), followed
by caspase-3 activation. This XIAP decrease was due to post-translational events. The mito-
chondrial serine protease HtrA2/Omi was identified as being responsible for this off-target
effect. Then, ABT-737 and TKI cooperate at several levels to induce apoptosis of CML cells
lines, and the benefit of this association was also observed in CML hematopoietic progenitors.
Interestingly, a lethal effect was also observed in the more immature CD34+CD38L TKI-
insensitive population. Combination therapy might by an interesting strategy for the treat-
ment of CML patients. ! 2012 ISEH - Society for Hematology and Stem Cells. Published
by Elsevier Inc.
Chronic myeloid leukemia (CML) is a hematological
disease characterized by the t(9;22)(q34;q11) translocation
that brings ABL (Abelson) in contiguity with the BCR
(break point cluster region) gene. This chimeric gene
encodes the oncogenic BCR-ABL protein, a constitutively
activated tyrosine kinase leading to an apoptosis-resistant
phenotype [1]. Since the identification of BCR-ABL as
the promoter of tumorigenesis in CML, attempts have
been made to target this protein and block its kinase activity.
Imatinib mesylate (Glivec; Novartis, Basel, Switzerland),
the first targeted chemotherapy, is a tyrosine kinase inhibitor
(TKI) directed against BCR-ABL, and is currently used as
the front-line reference treatment in CML [2].
Imatinib mesylate has considerably increased the life-
span of CML patients, with a survival rate after 5 years
O90% [3]. Despite this efficiency, TKIs are not able to
eradicate the leukemic stem cell population. It has already
been proved that imatinib successfully inhibits Bcr-Abl
activity in this population without inducing apoptosis [4].
Therefore, new molecular strategies are needed to target
this TKI-persistent population responsible for the relapse
of the disease after treatment discontinuation.
TKIs, such as imatinib, induce intrinsic apoptotic cell
death in CML cells, a tightly regulated process directed
by the Bcl-2 family proteins [5]. These proteins are divided
into the following three groups: anti-apoptotic proteins such
as Bcl-2, Bcl-XL, or Mcl-1, which interact with proapop-
totic proteins; BH3-only proteins such as BIM; and effec-
tors of apoptosis, BAX and BAK [6]. All of these
proteins possess a common BH3 domain that allows their
interaction. Therefore, intrinsic apoptosis is regulated by
the balance between the pro- and anti-apoptotic proteins.
It has been established that the oncogenic tyrosine kinase
BCR-ABL is involved in regulating some of the Bcl-2 family
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proteins. BCR-ABL expression and activity lead to an
increase in the anti-apoptotic Bcl-XL and Mcl-1 proteins,
and the proapoptotic protein BIM is repressed, which
explains the apoptosis-resistant phenotype of CML cells
[1,7]. Conversely, it is also now established that BIM accu-
mulation is an essential event in TKI-induced apoptosis [8].
The role of the anti-apoptotic proteins of the Bcl-2
family in the tumorigenesis of many types of cancers makes
them an important therapeutic target [9]. It has already been
shown that Bcl-2 or Bcl-XL inhibition could promote
apoptosis, a finding that has prompted the pharmaceutical
industry to design specific inhibitors. ABT-737 (Abbott,
Abbott Park, IL, USA) is a synthetic BH3 mimetic designed
to bind the Bcl-2 and Bcl-XL BH3 domains. It antagonizes
their anti-apoptotic properties by inhibiting their interaction
with pro-apoptotic proteins, such as BIM. It has already
been shown that ABT-737 can induce apoptosis by itself
in some types of cancer cells [10,11]. In CML, it has
been demonstrated that ABT-737 cooperates synergistically
with TKI to induce apoptosis in overexpressing Bcl-2 or
Bcl-XL [12] and in BIM knockdown cell lines [13].
Inhibitors of apoptosis proteins (IAP) also play an
important role during the apoptotic process. They bind cas-
pases by the RING domain to inhibit the final steps of
apoptosis [14]. X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) is
the best known member of this family, and its role as a resis-
tance factor on acute myeloid leukemia is now proved [15].
Smac is an endogenous cellular inhibitor of IAPs released
from the miotchondria to the cytoplasm during apoptosis.
Recently, Weisberg et al., demonstrated that inhibition of
IAPs by a Smac mimetic increases the sensitivity of CML
cells to targeted therapies [16].
Here, we attempt to associate the BIM increase due to
TKI treatment with Bcl-2/-XL inhibition by ABT-737.
The ABT-737 ability to modify Bcl-2 family protein inter-
actions in a way that facilitates apoptosis was first
confirmed. We then show that ABT-737 increases TKI-
induced apoptosis with a strong synergism on K562 and
LAMA84 cell lines. This strong synergism can be partly ex-
plained by the anti-apoptotic XIAP protein decrease
induced by ABT-737/TKI cooperation. Similarly, treatment
by a synthetic inhibitor of IAP family members increased
CML cells sensitivity to TKI. We identified the mitochon-
drial serine protease HtrA2/Omi as responsible for the
XIAP decrease. ABT-737 also cooperates with TKIs to
increase apoptosis in hematopoietic progenitors from
CML patients’ bone marrow and, more particularly, in the
CD34þ CD38" TKI-insensitive population.
Material and methods
Reagents
Imatinib (STI571, Gleevec), nilotinib (AMN107, Tasigna), and
LBW-242 were kindly provided by Novartis Pharma. ABT-737
and its inactive enantiomer (A-793844.0) were kindly provided
by Abbott.
Cell lines
K562 and LAMA84 [17] were cultured in RPMI 1640 supple-
mented with 10% v/v fetal calf serum, 1 mM glutamine, 25 mM
HEPES, 100 U/mL penicillin, and 50 mg/mL streptomycin in
a humidified atmosphere containing 5% v/v CO2 at 37
#C. Expo-
nentially growing cells were used in all experiments.
K562-IR is a K562 imatinib-resistant cell line obtained by
culturing K562 cells with increasing concentrations of imatinib
[18]. K562-IR does not express multidrug resistance 1 (MDR-1)
and is not mutated on the BCR-ABL tyrosine kinase domain. Cells
were cultured in 1 mM imatinib. Cells were transferred in medium
without imatinib 24 hours before experiments.
Primary CML samples
After informed consent was obtained, bone marrow samples from
patients with myeloproliferative disorders that were received in
the laboratory for BCR-ABL analysis were separated by Ficoll
sedimentation (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Germany). The
mononuclear cell layer was washed and resuspended in culture
medium in the presence of the drugs.
Apoptosis on K562 and LAMA84
Apoptosis was detected by using DiOC6(3) (0.1 mg/mL) as a probe
for mitochondrial membrane potential (MMP) [19]. Samples were
analyzed with an Epics XL cytometer (Beckman–Coulter, Ville-
pinte, France). To calculate synergy, cells were cultured for 24
hours in 96-well plates. ABT-737 and TKI were added with
increasing concentrations in a fixed ratio according to the Chou–
Talalay method [20].
Apoptosis on CML CD34
þ
cells
After 24 hours incubation with indicated drugs, mononuclear cells
from CML patient bone marrow were labeled with phycoerythrin-
cyanine 5–labeled anti-CD34 antibody and Annexin V–fluorescein
isothiocyanate or anti CD34–allophycocyanin, anti–CD38-
phycoerythrin-cyanine 5 and Annexin V–fluorescein isothiocya-
nate. Samples were analyzed by multivariate flow cytometry
(Navios; Beckman Coulter). Percentages of Annexin V–positive
cells were quantified on the gated CD34þ population or on the
gated CD34þ CD38þ and CD34þ CD38" populations and consid-
ered as apoptotic.
Immunoprecipitation
For immunoprecipitation, 107 cells either treated or not were ex-
tracted in Triton X100-containing buffer in the presence of
protease inhibitors. After clearing with protein A and protein G
agarose, the specific antibody was added and incubated for
1 hour on ice. The immune complexes were then pulled down
using protein A and protein G agarose. The pellets were dissolved
in nonreducing electrophoresis buffer. Immunoprecipitates were
performed using anti–Bcl-XL anti-Mcl-1 (Santa Cruz Biotech-
nology, Le Perray en Yvelines, France) and anti-BIM (Sigma, St
Louis, MO, USA) antibodies.
Western blot
After sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
proteins were transferred onto a nitrocellulose membrane (Bio-Rad,
Marnes-la-Coquette, France). The membranes were then saturated
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with 5% (w/v) fat-free dry milk in Tris-buffered saline containing
0.1% (v/v) Tween 20 (Sigma). Membranes were then probed with
primary antibodies: mouse monoclonal for Bcl-XL, MCL-1 (Santa
Cruz Biotechnology), cytochrome c (BD Biosciences, Le Pont de
Claix, France), HtrA2/Omi (RnD Systems, Lille, France), rabbit
monoclonal for cleaved caspase-3 (Cell Signaling Technology, Inc,
Danvers, MA, USA), and rabbit polyclonal for tubulin, BIM, and
XIAP (Sigma). All of them were used at a 1/1000 dilution. After
secondary antibody labeling, peroxidase activity was revealed using
the Western Lightning Plus-ECL kit (Perkin Elmer, Courtaboeuf,
France) and band intensity was quantified using a Kodak Imager.
Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction
Total RNA was isolated from cells using Trizol Reagent (Invitro-
gen, Cergy Pontoise, France) according to manufacturer’s instruc-
tions. DNA contaminants were removed by DNasa I treatment
(Ambion, Austin, TX, USA). Complementary DNA was synthe-
sized from 1 mg RNA with random hexamers in a final volume
of 20 mL (Roche, Meylan, France). XIAP and RPLPO (house-
keeping gene) transcript levels were quantified by quantitative
polymerase chain reaction using SYBR Green Master Mix reac-
tion (Stratagene, Massy, France). All reactions were performed
in a total volume of 25 mL and contained 2 mL complementary
DNA and 6.25 mM of each primer. Each sample was analyzed
in triplicate. The following primers were used: XIAP forward:
50-GAAGACCCTTGGGAACAACA-30; XIAP reverse: 50-TGT
CCTTGAAACTGAACCCC-30; RPLPO forward: 50-TGGAG
GGTGTCCGCAATGTT-30; and RPLPO reverse: 50-GACTTTTC
CAGTTCCGGAAG-30. Thermal cycling was performed at 95#C
for 10 minutes, followed by 40 cycles, each comprising a denatur-
ation step at 95#C for 30 seconds, an annealing step at 58#C for
1 minute, and an extension step at 72#C for 1 minute. Amplifica-
tion of the appropriate product was verified by continuous-
monitoring fluorescence through the dissociation temperature of
the polymerase chain reaction product at a temperature transition
rate of 0.1#C/s to generate a melting curve. XIAP transcript levels
were quantified by comparative CT method.
Subcellular fractionation
The cytosolic fraction was extracted from K562 cells by using the
Cytosolic/Particulate rapid separation kit (Abcam, Paris, France)
according to manufacturer’s recommendations. After extraction,
cytosolic fraction was diluted with protein extraction buffer and
analyzed by Western blot.
RNA interference
Validated small interfering RNA directed against HtrA2/Omi and
control small interfering RNA were obtained from Dharmacon
(Lafayette, LA, USA). Transfections were performed using the
Nucleofector system and the Amaxa Cell Line Nucleofactor Kit
V (Lonza, Verviers, Belgium). The best efficiency of HtrA2/Omi
small interfering RNA was determined at 48 hours and 400 nM.
Transfection efficiency was validated by Western blot by using
anti-HtrA2/Omi antibody.
Statistical analysis
All experiments on cell lines were carried out in triplicate and
results are expressed as mean 6 standard deviation. Paired
Student’s t test was used to analyze data. Considering the wide
range of spontaneous apoptosis during the culture of patient
samples, drug-induced apoptosis was calculated as the percentage
of drug-specific apoptosis [21]: (apoptosis in treated sample –
apoptosis in control) % 100 divided by (100 " apoptosis in
control).
The combination index (CI) was determined by the method of
Chou–Talalay [20] using Calcusyn software (Biosoft, Cambridge,
UK). Results were expressed as CI value at the effective dose (ED)
inducing 50%, 75%, or 90% apoptosis (i.e., ED50, ED75, and
ED90) for K562 and primary CD34
þ cells (6 for the association
IMA/ABT-737 and 10 for the association IMA/LBW-242). CI
!1 is considered as synergistic, CI 5 1 is additive, and CI O1
is antagonist.
Results
ABT-737 modifies interactions of Bcl-2 family proteins
We first verified the efficiency of ABT-737 at the molecular
level in the K562 cells. By immunoprecipitation, we
observed that the pro-apoptotic BIM protein co-
precipitated with the anti-apoptotic Bcl-XL protein
(Fig. 1A). ABT-737 reduced the binding of BIM to Bcl-
XL in the cell (Fig. 1A) as in a cell-free system
(Supplementary Figure E1A; online only, available at
www.exphem.org). Conversely, the binding of BIM to
Mcl-1 was increased by ABT-737 (Fig. 1B). These results
confirmed the ability of ABT-737 to occupy the Bcl-XL
binding sites for pro-apoptotic proteins, but not the Mcl-1
ones. Nevertheless, ABT-737 must cooperate with BIM in
inducing apoptosis as BIM released from Bcl-XL becomes
available for Mcl-1 inhibition. These results provide the
rationale for associating ABT-737 with TKI treatment to
increase TKI-induced apoptosis in BCR-ABL–expressing
cells. In fact, TKIs are known to induce apoptosis in
BCR-ABL–expressing cells through BIM accumulation [8].
ABT-737 cooperates in a strong synergism with TKIs to
induce apoptosis in K562 and LAMA84 cells
The apoptotic response was evaluated by flow cytometry
using a probe sensing the MMP (Fig. 1C). As shown in
Figure 1D and E, both imatinib and nilotinib induced
dose-dependent apoptosis in K562. ABT-737 alone was
also able to induce apoptosis in K562. The combination
of ABT-737 with either imatinib or nilotinib showed
a strong synergism in apoptosis induction with a CI much
lower than 1. In addition, it was found that the higher the
ED, the better the synergism (right part of Figs. 1D and
E). Similar results were obtained for the other CML cell
line, LAMA84 (Supplementary Figure E1B; online only,
available at www.exphem.org). Using an inactive enan-
tiomer of ABT-737 showed no synergistic effect with TKI
(data not shown).
ABT-737 partially restores the sensitivity of K562
imatinib-resistant cells
Several studies indicate that overexpression of anti-
apoptotic Bcl-2 family proteins is associated with a resistant
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phenotype in many cancers [22,23]. We investigated
whether ABT-737 could help overcome resistance to imati-
nib. A K562 imatinib-resistant cell line, without BCR-ABL
tyrosine kinase domain mutation or MDR-1 expression was
analyzed by Western blot for BIM and Bcl-XL expression
(Fig. 2A). Resistant cells exhibited a lower BIM and
Figure 1. ABT-737 decreasesBIM/Bcl-XL interaction and increasesBIM/Mcl-1 heterodimerization. (A) Proteinswere extracted fromK562-treated cells by 0.2
mMABT-737 or dimethyl sulfoxide (DMSO) (Ctrl) and immunoprecipitation was performed with anti–Bcl-XL antibody. The total extracts and the immunopre-
cipitates were submitted toWestern blot and revealed with either anti–Bcl-XL or anti-BIM antibodies as indicated. (B) ABT-737– or DMSO-(Ctrl) treated K562
cells were processed as in (A), but immunoprecipitation was performed with anti–Mcl-1 or anti-BIM antibodies. The immunoprecipitates were submitted to
Western blot and revealed with either anti–Bcl-XL, anti–Mcl-1, or anti-BIM antibodies as indicated. ABT-737 strongly synergizes with TKI to induce apoptosis
in K562 cells. (C) Control (Ctrl) or imatinib-treated K562 cells were labeled with DiOC6(3) and analyzed by flow cytometry. (D, E) K562 cells were treatedwith
increasing concentrations of ABT-737 (dotted line) and either imatinib [dashed line in (D)] or nilotinib [dashed line in (E)] alone or in combination (continuous
line) in a constant ratio for 24 hours.Apoptosiswas determined as in (C). Thefigure shows the percentage of apoptosis as a functionof treatment (mean6 standard
deviation of three determinations). The CIs at ED50, ED75, and ED90 were calculated using the Calcusyn software and are shown at the right part of the figures.
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a higher Bcl-XL content than parental cells. In both cell
lines, imatinib was able to increase the BIM content and
to decrease Bcl-XL. However, the level of BIM in resistant
cells always remained under the level found in the parental
cell line. The addition of ABT-737 to imatinib on these
resistant cells significantly increased the apoptotic response
as compared with imatinib or ABT-737 alone (p ! 0.05).
However, this association only partially restored the cell
death induced by imatinib alone on wild-type K562
(Fig. 2B).
Molecular consequences of ABT-737/TKI co-treatment
We then investigated the molecular consequences of ABT-
737/TKI co-treatment on the expression of some proteins
involved in the apoptotic process. One micromolar imatinib
induced an accumulation of BIM, a downregulation of Bcl-
XL, a moderate activation of caspase 3, and a slightly
decrease of XIAP (Fig. 3A, lane 2). ABT-737 alone did
not modify these proteins (lane 3). When both drugs were
used in combination (lane 4), a strong activation of caspase
3 was observed, and BIM and Bcl-XL expressions were not
modified as compared with imatinib alone. Interestingly,
caspase-3 activation was accompanied by a decrease in
XIAP content. This stronger decrease in XIAP associated
with caspase-3 activation and apoptosis was also observed
on the LAMA84 cell line (Supplementary Figure E1C; on-
line only, available at www.exphem.org) and when ABT-
737 was combined with either imatinib or nilotinib
(Fig. 3B). To investigate the role of XIAP family members
in TKI sensitivity, we used LBW-242, a synthetic mimetic
of Smac/Diablo, the natural wide spectrum IAP inhibitor.
As shown in Supplementary Figure E2 (online only, avail-
able at www.exphem.org), LBW-242 cooperated in syner-
gism with imatinib to increase apoptosis in both K562
cell line and CML hematopoietic progenitors. These results
confirm that the activity of anti-apoptotic IAP proteins
Figure 2. ABT-737 partially reverses the resistance to imatinib. (A) Sensitive and resistant cells were treated (IMA) or not (Ctrl) with 1 mM imatinib for 24
hours and analyzed for BIM and Bcl-XL expression by Western blot. (B) K562-IR cells were treated with increasing concentrations of imatinib and ABT-737
alone or in combination in a constant ratio during 24 hours. The apoptosis was determined as in Figure 1 and plotted as a function of treatment. Parental K562
cells treated with imatinib alone are also shown. Mean 6 standard deviation of three determinations.
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plays an important role in the sensitivity to TKI. Interest-
ingly, we observed that the induced-apoptosis rate reached
a plateau at 0.5 mM imatinib and 6.25 mM LBW-242. We
found a negative relation between the percentage of
CD34þ cells and the apoptosis rate (Supplementary
Figure E3; online only, available at www.exphem.org).
This could be due to a differentiation leading to the loss
of CD34 expression or to dead cells that do not express
CD34 anymore.
XIAP decrease induced by ABT-737/TKI is a
post-transcriptional mechanism
Results mentioned here show that the ABT-737/TKI associ-
ation induces a caspase-3 activation and a decrease in
XIAP. To understand the mechanism resulting from this
off-target effect, we investigated the consequences of
ABT-737/TKI co-treatment on the XIAP RNA expression.
By quantitative real-time reverse transcription polymerase
chain reaction, we observed that there was no significant
Figure 3. The ABT-737/TKI combination induces a decrease in XIAP protein but not in RNA content. (A) K562 cells were not treated (Ctrl) or treated with
either 1 mM imatinib, 0.2 mMABT-737, or both in combination and submitted forWestern blot analysis for BIM, Bcl-XL, cleaved caspase 3, XIAP, and tubulin.
(B) K562 cells were not treated (Ctrl) or treated with 0.2 mM ABT-737 in combination with either 1 mM imatinib (IMA) or 0.02 mM nilotinib (NIL) and
analyzed by Western blot for caspase-3 cleavage, XIAP, and tubulin expression. (C) Total RNA was extracted from K562 cells not treated (Ctrl) or treated
with either 1 mM imatinib, 0.2 mM ABT-737, or both in combination. XIAP RNA expression was quantified by quantitative reverse transcription polymerase
chain reaction and normalized to the housekeeping gene RPLPO. The histogram represents the mean 6 standard deviation of three experiments.
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modification in XIAP RNA expression, whatever the treat-
ment (Fig. 3C). Thus, the IAP decrease must be a post-
transcriptional mechanism.
XIAP decrease induced by ABT-737/TKI co-treatment is
caspase-independent
Members of the IAP family are known for their anti-
caspase activity: they bind to pro-caspase 3 or 7, inhibiting
their cleavage and activation [14]. Interestingly, XIAP
could also be a caspase-3 substrate [24]. Therefore, we
investigated whether the decrease in XIAP was a cause or
a consequence of caspase-3 activation by sorting different
populations of K562 cells on the basis of their apoptotic
status. After ABT-737/nilotinib treatment, two cell popula-
tions were sorted on the basis of their MMP: intact
(Fig. 4A, population 2) and apoptotic cells (Fig. 4A, popu-
lation 3) and were compared to sorted intact nontreated
cells (Fig. 4A, population 1) by Western blot. Intact treated
cells showed a large decrease in XIAP content when
compared to untreated cells, while caspase 3 was not
completely activated (Fig. 4B). In apoptotic treated cells,
XIAP disappeared and caspase 3 was heavily cleaved. In
addition, z-VAD-fmk, a wide spectrum inhibitor of cas-
pases, inhibited the complete processing of caspase 3
Figure 4. The decrease in XIAP precedes the activation of caspase 3 during the induction of apoptosis by ABT-737 and TKI. (A) K562 cells were treated by
0.02 mM nilotinib and 0.2 mM ABT-737 (NIL þ ABT-737) for 24 hours or not treated (Ctrl). The cells were then stained for MMP by DiOC6(3). Afterwards,
the untreated intact (1), the treated intact (2) and the treated apoptotic populations (3) were sorted by flow cytometry. (B) The three populations were analyzed
by Western blot for caspase-3 activation, XIAP, and tubulin expression. (C) K562 cells were not treated (Ctrl) or treated for 24 hours with 1 mM imatinib and
0.02 mM ABT-737 in presence or absence of z-VAD-fmk (10 mM). They were then analyzed by Western blot for caspase 3 activation, XIAP, and tubulin
expression.
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without inhibiting the decrease in XIAP content in K562
cell line (Fig. 4C). These results indicate that downregula-
tion of XIAP induced by the combination of TKI and ABT-
737 precedes the MMP drop and activation of caspases, and
is not a consequence of caspase activation.
Mitochondrial serine protease HtrA2/Omi is responsible
for the XIAP decrease
There are two endogenous inhibitors for IAP family
members: Smac/Diablo and HtrA2/Omi [25]. Smac/Diablo
does not possess enzymatic activity, so it does not play
a role in IAP degradation. HtrA2/Omi is a mitochondrial
serine protease known to be relocated in the cytoplasm
during apoptosis. It binds IAPs and could induce their
cleavage [26]. The putative role of HtrA2/Omi on IAPs
decrease was therefore investigated.
The cytoplasmic relocalization of HtrA2/Omi was
verified by using subcellular fractionation and Western
blot analysis. Imatinib-induced cell death led to cytochrome
c relocalization, indicating a mitochondrial apoptosis
Figure 5. The serine protease HtrA2/Omi is responsible for the XIAP decrease. (A) K526 cells were treated with 1 mM imatinib and 0.2 mM ABT-737 alone
or in combination and submitted to subcellular fractionation. The cytoplasmic fraction was analyzed by Western blot for HtrA2, cytochrome c, and tubulin
expression. (B) K562 cells were not treated or treated 24 hours with 1 mM imatinib and 0.2 mM ABT-737 in the presence or not of 20 mM UCF-101 and
analyzed by Western blot for XIAP and tubulin expression. The histogram represents the mean 6 standard deviation of four different experiments. (C)
K562 cells were transfected by 400 nM of control small interfering RNA (siRNA) or HtrA2 siRNA. After 24 hours, they were treated or not with 1 mM
imatinib and 0.2 mM ABT-737 and analyzed by Western blot for HtrA2, XIAP, and tubulin expression. The histogram represents the mean 6 standard devi-
ation of 3 different experiments.
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(Fig. 5A). ABT-737 alone had no effect on cytochrome c,
but its association with imatinib induced a stronger cyto-
plasmic relocalization than imatinib alone, which is in
agreement with the increased apoptosis. Interestingly, ima-
tinib treatment also induced the cytoplasmic relocalization
of HtrA2/Omi, and this was increased by ABT-737. Thus, it
seems that apoptosis leads to cytoplasmic relocalization of
HtrA2/Omi, which in turn allows the latter to play a role in
IAP degradation.
To confirm this HtrA2/Omi involvement, K562 cells
were treated or not by the association of ABT-737/
imatinib in the presence or not of UCF-101, a pharmaco-
logic inhibitor of HtrA2/Omi [27]. Western blot analysis
showed that HtrA2/Omi inhibition restored the XIAP level
after ABT-737/imatinib treatment (Fig. 5B). Depletion of
HtrA2/Omi using RNA interference led to similar results
(Fig. 5C). Altogether, these results proved that the mito-
chondrial serine protease HtrA2/Omi released in the
cytoplasm during apoptosis is responsible for XIAP
degradation.
ABT-737 cooperates in a strong synergism with TKI
to induce apoptosis in CML CD34
þ cells
The efficiency of the combination ABT-737/TKI was also
analyzed on primary hematopoietic progenitor cells from
CML patients. Bone marrow mononuclear cells were
treated with both drugs alone or in combination. Apoptotic
cells were identified on the basis of their Annexin V
binding after gating the analysis on CD34-positive cells
(Fig. 6A). In a first serie of 18 samples, the mononuclear
cells were treated by a low concentration of ABT-737 in
combination with either imatinib or nilotinib. For each
sample, the apoptosis experimentally measured was
compared with the calculated additive effect of the separate
drugs (Fig. 6B). The apoptosis measured after treatment by
ABT-737/TKI was significantly higher than the critical sum
of both separate effects (p ! 0.01, using the paired t test),
whatever the TKI used. Six other samples were treated with
increasing concentrations of ABT-737, imatinib, or both, in
a constant ratio to calculate the CI for three different ED
using the Calcusyn software (Fig. 6C). Mean CI found
were around 0.22 for all the ED, indicating a strong syner-
gism between both drugs. The beneficial effect obtained by
the ABT-737/TKI association on CML cell lines was
confirmed on CML CD34þ cells. Among the CD34þ pop-
ulation, CD38þ cells and CD38" cells are considered as
late and early progenitor cells, respectively. To investigate
the association therapy ability to induce apoptosis on
immature CD34þ population, Annexin V binding was
analyzed separately on CD34þCD38þ and CD34þ CD38"
subgroups (Fig. 6D). Imatinib induced a significant
apoptosis in CD34þCD38þ cells (p ! 0.001, n 5 7), but
its effect was reduced on CD34þCD38" cells (p ! 0.05).
ABT-737 significantly increased the imatinib-induced
apoptosis on both late and early progenitor cells (p !
0.001 for both populations). In addition, as observed for
the total CD34þ population, the combination treatment
was more efficient than the sum of separate effects on
CD34þCD38" immature cells (p ! 0.005).
Discussion
ABT-737 modified the Bcl-2 family proteins interactions
toward a proapoptotic pathway in K562 cells. It was able
Figure 6. ABT-737 synergizes with TKI to induce apoptosis in CML hematopoietic progenitors. (A) The cells were labeled with phycoerythrin-cyanine 5
(PC5)–anti-CD34 and fluorescein isothiocyanate–Annexin Vand analyzed by flow cytometry. The percentage of Annexin V–positive CD34 cells was used to
calculate the apoptosis specifically induced (see Materials and Methods). (B) Mononuclear cells from 18 CML bone marrows were cultured for 24 hours in
the presence or not of 0.5 mM imatinib (IMA), 20 nM nilotinib (NIL), or 0.2 mM ABT-737, alone or in combination (NILþABT, IMAþABT). Mean induced
apoptosis 6 standard deviation was plotted as a function of treatment. Experimental values of the combination-treated cells were compared with the calcu-
lated additive effect of both drugs separately using the paired Student’s t test (p value).
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to displace BIM from Bcl-XL and increase its binding
capability to Mcl-1. This confirms that Mcl-1 was not satu-
rated by BIM in the absence of ABT-737 and TKI, and is
probably free to exert its anti-apoptotic role. Addition of
ABT-737 enhanced the killing ability of imatinib and nilo-
tinib, two BCR-ABL tyrosine kinase inhibitors currently
used for CML treatment. Such an effect has been previously
described for imatinib [12,13] and INNO-406 [28], another
TKI, but never for nilotinib, a second-generation TKI. In
addition, the beneficial effect of the ABT-737/TKI associa-
tion observed in K562 and LAMA84 cell lines was
confirmed in CML primary CD34þ cells in vitro, a finding
that could help to increase the efficiency of these drugs.
ABT-737 was claimed to be able to reverse the imatinib
resistance of BCR-ABL–expressing cells [12] or to
compensate the low level of BH3-only proteins [13] and
overexpression of Bcl-XL. Here we used an imatinib-
resistant cell line expressing low BIM and high Bcl-XL.
On these cells, ABT-737 partially restored the imatinib
sensitivity. Actually, other mechanisms of resistance have
been described in these cells besides modification in the
Bcl-2 proteins alterations [29].
At the molecular level, the synergistic effect on apoptosis
obtained with the ABT-737/TKI co-treatment was accompa-
nied by a large decrease in anti-apoptotic XIAP protein and
caspase-3 activation. An imatinib-induced IAP protein
Figure 6. (Continued). (C) Mononuclear cells from bone marrow of 6 CML samples were cultured for 24 hours in the presence of increasing concentrations
of imatinib and ABT-737 alone or in combination in a constant ratio. The induced apoptosis was calculated as in (B) and plotted as a function of treatment.
The table at the right of the figure shows the mean CI and standard deviation for three different efficient doses. (D) Mononuclear cells from 7 CML bone
marrows were not treated or treated with either 1 mM imatinib, 0.02 mM ABT-737, or both in combination. Cells were labeled with allophycocyanin–anti-
CD34, phycoerythrin-cyanine 5 (PC5)–anti-CD38, and fluorescein isothiocyanate–Annexin V and analyzed by flow cytometry as in (A). CD34þCD38þ and
CD34þCD38" were gated (insert) and analyzed separately for apoptosis. The histogram shows the induced apoptosis for each drug combination and for each
population, and represents the mean 6 standard deviation from seven patient samples.
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decrease has already been shown [30] and was explained by
inhibition of nuclear factor-kB, which is known to be an
IAP transcription factor and is thought to be activated by
BCR-ABL. Nevertheless, it is surprising that the association
of both inhibitors induced a greater decrease in XIAP than
imatinib alone, whereas ABT-737 alone seemed to have no
effect on this pathway.
The IAP decrease did not result from a transcriptional
event as the gene expression was unchanged, so the hypoth-
esis of an increased degradation was explored. The anti-
apoptotic activity of the IAP family proteins results in
caspase inhibition, but XIAP itself is also a caspase-3
substrate [24]. However, the XIAP decrease was not
a consequence of the caspase-3 activity, but rather preceded
caspase-3 activation. IAP family members are regulated by
two mitochondrial endogenous inhibitors: Smac/Diablo and
HtrA2/Omi. HtrA2 is a mitochondrial serine protease
known to bind XIAP, which leads to its degradation [26].
In fact, the inhibition of HtrA2 activity and its depletion
by using RNA interference resulted in the inhibition of
the TKI/ABT-737 effect on the XIAP content.
The IAP decrease preceded the loss of MMP, which is
not in keeping with the fact that HtrA2, a mitochondrial
serine protease, needs to be released in cytoplasm to cleave
XIAP. Nevertheless, HtrA2 relocalization could be an early
step during mitochondrial apoptosis that precedes the
decrease in MMP measured by flow cytometry, as previ-
ously shown for cytochrome c release [31,32]. The syner-
gistic ABT-737/TKI cooperation to induce apoptosis in
CML cells could be explained by TKIs stabilizing BIM
and ABT-737 modifying the Bcl-2 family protein interac-
tions. Consequently, these two mechanisms might coop-
erate to affect the mitochondria strongly, resulting in
a release of HtrA2/Omi and cytochrome c and leading to
caspase activation. This could be amplified by the degrada-
tion of caspase endogenous inhibitor XIAP by HtrA2/Omi.
This process could also induce an amplification loop, as
activated caspases are known to be able to induce a mito-
chondrial outer membrane permeabilization, ending in the
release of other pro-apoptotic factors [33].
The ABT-737/TKI effect is therefore of interest, as
XIAP is known to be a resistance factor in several cancers
[15], and we confirm here that IAP inhibition using a small
synthetic inhibitor (LBW-242) increases the sensitivity of
CML cells to TKI. Similarly, Mak et al. showed that
a loss of XIAP could increase the ABT-737–induced
apoptosis on CML blast crisis CD34þ cells [34].
It is known that XIAP is increased by some cytokines
[35]. Because cytokines are also a resistance factor to
TKIs [36], a treatment able to reduce IAP protein expression
would be of interest in vivo to reduce the effective concen-
tration of TKIs such as nilotinib, which are used at plasma
concentrations reaching 100-fold the in vitro IC50 [37].
This combination therapy could also be interesting to
enhance TKI-induced apoptosis in other cancer cell types,
where the death mechanism is a consequence of Bcl-2
family protein modifications. Such a phenomenon has
been shown in non–small cell lung cancer cells, where
Bim expression triggered by EGFR kinase inhibition re-
sulted in apoptosis [38]. ABT-737 is already known to
induce cell death alone in several types of cancer cells.
The ABT-737–induced apoptosis effect on solid tumors,
such as gastrointestinal stromal tumor, requires concentra-
tions higher than the micromolar [9], and such a concentra-
tion was shown to induce thrombocytopenia in vivo [39].
However, the strategy associating a TKI-inhibiting c-kit
and ABT-737 in low concentrations could alleviate this
side effect.
Despite the huge TKI efficiency, leukemic stem cells are
supposed to be persistent, leading to the requirement of
lifelong treatment. Among the primary CD34þ cells, the
CD38" population is considered as the more immature
subgroup, close to the leukemic stem cell compartment.
Here, we observed that ABT-737 cooperate with TKI to
induce apoptosis on CD34þCD38" cells. This association
therapy could be an interesting strategy in an attempt to
eradicate the leukemic stem cell population.
The off-target IAP decrease observed when combining
low concentrations of both TKI and ABT-737 could be an
interesting approach to reduce effective in vivo TKI
concentrations and decrease the associated side effects.
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Supplementary Figure E1. ABT-737 modifies Bcl-2 proteins interac-
tions. (A) Proteins were extracted from K562 and immunoprecipitation
was performed with anti–Bcl-XL antibody. The immunoprecipitate was
then incubated with 100 mM ABT-737 or dimethyl sulfoxide (Ctrl) for
15 minutes. Western Blot was performed after extensive washing of the
immunoprecipitate. ABT-737 strongly synergizes with TKI to induce
apoptosis in LAMA84 cells (B) LAMA84 cells were treated with
increasing concentrations of ABT-737 (dotted line) and imatinib (dashed
line) alone or in combination (continuous line) in a constant ratio for 24
hours. Apoptosis was determined as in Figure 1C. The ABT-737/TKI
combination induces a decrease in XIAP protein. (C) LAMA84 cells
were not treated (Ctrl) or treated with either 1 mM imatinib, 0.2 mM
ABT-737, or both in combination and submitted for Western blot analysis
for cleaved caspase 3, XIAP, and tubulin expression.
Supplementary Figure E2. IAP inhibition increases CML cell sensi-
tivity to imatinib. (A) K562 cells were treated with increasing concentra-
tions of imatinib, LBW-242, or both in combination in a constant ratio
for 24 hours, and apoptosis was determined as in Figure 1. (B) K562 cells
were treated with increasing concentrations of ABT-737, LBW-242, or
both in combination in a constant ratio for 24 hours, and apoptosis was
determined as in (A). (C) Mononuclear cells from bone marrow of 10
CML samples were cultured for 24 hours in the presence of increasing
concentrations of imatinib and LBW-242 alone or in combination in
a constant ratio. The apoptosis was determined as in Figure 6A and plotted
as a function of treatment.
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Supplementary Figure E3. Relation between drug-induced apoptosis
and the percentage of remaining CD34þ cells in the samples. The drug-
induced apoptosis was plotted as a function of the percentage of CD34þ
cells in the same sample. Each point is the mean value of the 10 patients
analyzed in Supplementary Figure E2C. Diamonds represent values for im-
atinib alone, triangles for LBW-242 alone, and squares for the drug combi-
nation. The line is the calculated regression curve.
378.e2 K. Airiau et al./ Experimental Hematology 2012;40:367–378
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Cette étude nous a permis de confirmer que l’ABT-737 déplaçait les interactions entre les 
protéines de la famille BCL-2, en faveur de l’apoptose et qu’il coopérait avec BIM, stabilisé par 
les ITK. En effet, nous avons observé que le BIM libéré de son association à BCL-xL, se liait à 
MCL-1, ce qui constitue un résultat intéressant. L’ABT-737 étant un mimétique du domaine 
BH3 de BAD, il n’est pas capable d’inhiber MCL-1. Plusieurs études ont déjà démontré qu’une 
surexpression de MCL-1 pouvait constituer un facteur de résistance à l’ABT-737. En 
conséquence, l’association de l’ABT-737 à un ITK capable de provoquer une accumulation de 
BIM peut constituer une solution à cette résistance. 
Nous avons ensuite étudié l’effet de l’association entre les ITK (imatinib ou nilotinib) et l’ABT-
737 sur l’induction de l’apoptose, et observé une coopération synergique entre les deux 
molécules. Il avait déjà été démontré que l’ABT-737 pouvait induire par lui-même, l’apoptose 
dans la lignée K562, mais en utilisant de fortes doses. Notre but ici était de miser sur une 
coopération synergique entre deux molécules utilisées à faible dose. La possibilité d’administrer 
des doses réduites d’ABT-737 est d’autant plus importante qu’il a été montré qu’à des 
concentrations proches du micromolaire, l’ABT-737 entrainait des thrombopénies, un point 
défavorable pour des patients souffrant déjà de désordres hématologiques. L’utilisation de 
faibles doses permet également de conserver la spécificité des molécules et de limiter les effets 
sur des cellules normales. 
L’ABT-737 permet aussi de restaurer en partie la sensibilité à l’imatinib sur une lignée sous-
exprimant BIM et surexprimant BCL-xL. Ce résultat est encourageant. Parmi les 70% de cas 
de résistance aux ITK non expliqués, il est possible qu’une partie d’entre eux montrent des 
variations au niveau de l’expression des protéines de la famille BCL-2. Dans ce cas, l’utilisation 
de l’ABT-737 pourrait constituer une stratégie thérapeutique intéressante. 
En modulant l’expression et les interactions entres les protéines de la famille BCL-2, les ITK et 
l’ABT-737 coopèrent pour finalement augmenter les dommages mitochondriaux. La 
dégradation consécutive de XIAP participe à l’ampleur de la synergie observée. XIAP constitue 
un facteur de résistance à l’apoptose dans plusieurs hémopathies malignes et notamment les 
LAM. Son inhibition favorise la réponse apoptotique aux ITK ou à d’autres agents 
cytotoxiques. On sait également que les protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2 sont 
souvent surexprimées dans les LAM. Il serait donc intéressant d’étudier l’effet de l’ABT-737 
dans cette autre hémopathie et d’observer si son association à un ITK modulant l’expression 
des protéines de la famille BCL-2 provoque également une perte de XIAP. 
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Le bénéfice de l’association entre l’ABT-737 et les ITK a également été retrouvé sur les cellules 
CD34+ issus de patients atteints de LMC, en utilisant une dose très faible d’ABT-737 (20nM). 
Parmi les cellules CD34+, la population CD38- correspond aux cellules les plus immatures 
pouvant être identifiées par cytométrie en flux. Elles sont considérées comme cellules souches 
leucémiques (CSL) et sont résistantes aux ITK. Dans cette étude, nous avons observé que 
l’ABT-737 sensibilisait les CSL à l’apoptose induite par les ITK. Récemment, l’équipe de Carter 
a démontré que l’ABT-737 agissait en synergie avec l’imatinib pour induire également 
l’apoptose dans les cellules de LMC en phase blastique. 
L’ensemble de ces résultats montrent que l’association ABT-737/ITK pourrait constituer une 
stratégie thérapeutique prometteuse pour contrer les difficultés rencontrées dans la prise en 
charge de la LMC : la résistance des cellules souches leucémiques, les mécanismes de résistance 
découlant de variations d’expression des protéines de la famille BCL-2 et la résistance des 
blastes d’acutisation aux ITK.  
Par analogie avec cette démarche, nous nous sommes ensuite demandé si l’association d’un 
mimétique de BAD pouvait être associée à d’autres ITK que les inhibiteurs de BCR-ABL1 
pour induire une apoptose sélective dans les cellules souches de leucémies aiguës myéloïdes. 
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II. ARTICLE 2 
Le succès de l’imatinib dans le traitement de LMC a donné naissance au concept de l’addiction 
oncogénique selon lequel, la survie d’une cellule tumorale peut dépendre de la dérégulation 
d’un seul oncogène. Cette idée a également été appuyée par l’efficacité de l’erlotinib dans les 
cancers du poumon non à petites cellules. Cependant, dans le modèle de la LMC notamment, 
d’autres études ont démontré que la présence de cytokines activant d’autres voies de 
signalisation permettait de sauver les cellules dont le BCR-ABL1 était inhibé par l’imatinib et le 
nilotinib. Cela permet de mettre en doute l’addiction oncogénique des cellules de LMC pour 
BCR-ABL1. 
 
En utilisant une technique de cytométrie en flux, permettant de détecter l’apoptose dans les 
progéniteurs leucémiques, nous avons  tenté de répondre à la question suivante : quels sont les 
rôles relatifs de l’inhibition de BCR-ABL1 et de l’inhibition des voies de signalisation activées 
par les cytokines dans la réponse apoptotique à l’imatinib et au nilotinib ? 
Les résultats de ce travail ont donné lieu à la publication suivante : 
La voie de signalisation Stem Cell Factor/c-KIT doit être inhibée pour permettre  
l’apoptose induite par les inhibiteurs de BCR-ABL1 dans les cellules de leucémie 
myéloïde chronique 
The Stem Cell Factor–c-KIT pathway must be inhibited to enable apoptosis induced 
by BCR–ABL inhibitors in chronic myelogenous leukemia cells. 
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ORIGINAL ARTICLE
The stem cell factor–c-KIT pathway must be inhibited to enable apoptosis induced by
BCR–ABL inhibitors in chronic myelogenous leukemia cells
F Belloc1,2, K Airiau1,2, M Jeanneteau1, M Garcia1, E Gue´rin1,2, E Lippert1,2, F Moreau-Gaudry2 and F-X Mahon1,2
1Laboratoire d’he´matopoı¨e`se leuce´mique et cibles the´rapeutiques, INSERM U876, Universite´ Victor Se´galen, Bordeaux cedex,
France and 2Laboratoire d’He´matologie, Hoˆpital du Haut Le´ve`que, CHU Bordeaux, Pessac, France
Imatinib is an effective first-line therapy for chronic myelo-
genous leukemia (CML) that acts by targeting the tyrosine
kinase activity of BCR–ABL. To overcome resistance, second-
generation inhibitors of BCR–ABL have been developed.
Among these, nilotinib is more potent against BCR–ABL than
imatinib, and is effective against many imatinib-resistant
BCR–ABL mutants. In this study, an in vitro flow cytometry
assay to analyze imatinib- and nilotinib-induced apoptosis in
CML cells has been developed. Both the drugs induced
significant apoptosis in CD34þ cells from 36 CML bone
marrow samples (Po10"4), whereas CD34þ cells from
BCR–ABL negative samples were unaffected. When the experi-
ments were carried out in the presence of a cocktail of
cytokines, nilotinib- but not imatinib-induced apoptosis was
inhibited. This differential inhibition was confirmed on K562
cells. A blocking anti-CD117 antibody alleviated the anti-
apoptotic effect of cytokines against nilotinib. Moreover, using
short hairpin RNA against BCR–ABL, we showed that K562
cells were not dependent on BCR–ABL signaling as long as the
stem cell factor (SCF) receptor pathway was activated. We
conclude that the c-KIT pathway may substitute for BCR–ABL
tyrosine kinase to activate survival signals, and that c-KIT must
be inhibited besides Bcr–Abl to allow apoptosis of CML cells.
Leukemia (2009) 23, 679–685; doi:10.1038/leu.2008.364;
published online 22 January 2009
Keywords: chronic myeloid leukemia; BCR–ABL; drug resistance;
apoptosis; tyrosine kinase inhibitors; c-KIT
Introduction
Chronic myelogenous leukemia (CML) affects 1–2 people per
100 000 each year. It is a clonal hematological disease
originating in the hemopoietic stem cell by the translocation
of the ABL gene in contiguity of the BCR gene. This translocation
leads to a hybrid gene coding for the constitutively activated
BCR–ABL tyrosine kinase. The tyrosine kinase inhibitor imatinib
mesylate (Gleevec; Novartis Pharma, Basel, Switzerland) has
been shown to potently inhibit this activity, besides that of the
stem cell factor (SCF) and platelet-derived growth factor
receptors, and shows remarkable potential as a component of
novel frontline treatment regimens for CML.1 However, some
resistance to imatinib appeared in patients during treatment and
a second generation of this drug family, nilotinib, was
developed. This drug had a better specificity for BCR–ABL and
a higher efficiency towards sensitive and resistant BCR–ABL-
expressing cells.2 Resistance mechanisms to nilotinib were also
described and attributed to either mutations in the tyrosine
kinase domain of BCR–ABL3 or BCR–ABL over-expression.4
BCR–ABL expression confers an apoptotic-resistant pheno-
type to the cells, which has been attributed to the expression of
antiapoptotic proteins such as BCL-XL5–7 and MCL-1,8,9 and the
downregulation of the proapoptotic protein BIM.9,10 Both
imatinib and the second-generation inhibitor nilotinib induce
apoptosis of BCR–ABL-expressing cells, and this apoptosis is
completely dependent on the expression of BIM.11 However,
this type of BIM-driven apoptosis simulates the death induced by
cytokine deprivation12 and has been essentially shown on cell
lines, in cytokine-free medium. Conversely, a decrease in the
tyrosine kinase inhibitor-induced apoptosis has been described
in primary CML progenitor cells when cultured in the presence
of cytokines.4,11,13,14 Apoptosis induction after the inhibition of
specific oncogenic tyrosine kinases has been interpreted in
terms of dependency of cancer cells on the pathway driven by
this oncogene.15,16 This hypothesis of oncogene addiction was
further supported by the successful therapies based on use of
tyrosine kinase inhibitors in CML patients with imatinib,1 or in
case of non-small cell lung cancer with erlotinib.17 However, it
was recently reported that, in the presence of cytokines, CML
progenitors showed limited oncogene addiction to BCR–ABL
activity18 and that pathways inhibited by tyrosine kinase
inhibitors can be maintained in an activated stage in the
presence of cytokines.19
To investigate the relative importance of BCR–ABL tyrosine
kinase inhibition and cytokine-dependant signaling inhibition in
imatinib- and nilotinib-induced apoptosis, an in vitro flow
cytometry assay was developed to analyze apoptosis induced on
CML progenitors by these inhibitors.
The results showed that equitoxic concentrations of these
molecules were affected differently by addition of a cocktail of
cytokines, inhibiting almost completely the apoptotic effect of
nilotinib. Finally, the protective effect of cytokines occurred
through SCF-CD117 signaling and this differential effect was
confirmed on the K562 cell line. On the basis of this and
different findings described below, we conclude that the SCF–




K562, a cell line established from a CML patient strongly
expressing BCR–ABL and resistant to several apoptosis
inducers,20 was cultured in RPMI 1640 supplemented with
10% v/v fetal calf serum (FCS), 1mM glutamine, 10mM Hepes,
100 units/ml penicillin and 50mg/ml streptomycin in a
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humidified atmosphere containing 5% v/v CO2 at 37 1C.
Exponentially growing cells were used in all experiments.
The cells were treated with either 2mM imatinib (Novartis,
Basel, Switzerland) or 20 nM nilotinib (Novartis, Basel,
Switzerland). In some experiments, the cells were cultured in
the presence of Stema.4B at 1:10 dilution (Stem Alpha, Lyon,
France). This cocktail was used as a source of cytokines
(interleukin (IL)3, IL6, SCF, erythropoietin, granulocyte macro-
phage colony-stimulating factor, IL11 and FLT3 ligand). When
indicated, the cells were also incubated with 200 ng/ml human
stem cell factor (R&D Systems Europe, Lille, France) or with
25 ng/ml anti-human SCF R (CD117) mouse monoclonal anti-
body (clone-47233, human stem cell factor, R&D Systems
Europe, Lille, France). For apoptosis analysis, the loss of
mitochondrial membrane potential (Dcm) was evaluated by
flow cytometry using DiOC6(3) (3,3-dihexyloxacarbocyanine
iodide) (100 ng/ml) as a probe.21 The samples were analyzed
with an Epics XL cytometer (Beckman–Coulter).
Patients
After informed consent was obtained, bone marrow aspirates
or blood samples from patients with myeloproliferative
disorders that were received in the laboratory for BCR–ABL
analysis were separated by Ficoll sedimentation. Moreover, four
normal bone marrow samples were taken during thoracoplasty
surgery of non-hematological patients after informed consent.
The mononuclear cell layer was washed and resuspended in
culture medium in the presence of the drugs to be assayed and/
or the cytokine cocktail and/or SCF. After 24 h culturing, the
cells were labelled with FITC-annexin V and PC5-conjugated
anti-CD34 antibody (Beckman–Coulter, Villepinte, France).
The CD34þ cells were analyzed for annexin V binding
after CD34þ gating. Wherever indicated, phycoerythrin
(PE)-conjugated anti-CD117 were also added and gating of
apoptosis analysis was carried out on CD34þ /CD117þ and
CD34þ /CD117" cells. The samples were analyzed by flow
cytometry with an Epics XL cytometer (Beckman–Coulter). After
BCR–ABL analysis by reverse transcriptase-PCR, the samples
were included either in the BCR–ABL expressing or in the
BCR–ABL negative series.
Western blot analysis
Whole cell lysates were analyzed by western blot. The
antibodies used were monoclonal mouse anti-a-tubulin (clone
B-5-1-2, Sigma-Aldrich, France) and anti-Abl (clone 24-11,
Santa-Cruz, Tebu, France).
shRNA experiments
Downregulation of BCR–ABL expression was obtained through
lentiviral expression of shRNA as described earlier.11 Oligo-
nucleotide sequences for p210 BCR–ABL shRNA are 50-AGCTT
CCGCAGAGTTCAAAAGCCCTTTTCAAGAGAAAGGGCTTTTGA
ACTCTGCTTTTTGGAAG-30 (forward) and 50-GCAGAGTTCA
AAAGCCCTTTCTCTTGAAAAGGGCTTTTGAACTCTGCGGA-30
(reverse). Oligonucleotides were annealed together and cloned
into the HindIII–SalI site of the shuttle vector picHI. Then the H1
promoter/oligonucleotides cassette was removed by ClaI and
SalI digestion and cloned into the pTRPdeltaU3MCS-EF1a-EGFP
(enhanced green fluorescent protein) (gift from P Charneau,
Pasteur Institute, Paris, France). Titers were determined by
transducing 293T cells with serial dilution of lentiviral super-
natant and analyzed for enhanced green fluorescent protein
expression 5 days later. K562 cell lines were transduced at a
multiplicity of infection of 3 and 30, respectively, in RPMI 10%
FCS medium with or without human stem cell factor at 20 ng/ml.
Transduction efficiency was checked by testing for enhanced
green fluorescent protein expression by flow cytometry.
Statistical analysis
Results were expressed as the mean plus or minus standard
deviation (s.d.). Data from fresh primary cells were analyzed
with the Wilcoxon rank–sum test using the MedCalc software.
Owing to the large range in spontaneous apoptosis during the
culture of primary cells, the drug-induced apoptosis was
calculated as the percentage of drug-specific apoptosis: (apop-
tosis in the presence of the drug"apoptosis in control)$ 100/
(100"apoptosis in control). The experiments on cell lines were
carried out three times and analyzed with the paired Student’s
t-test using the Excel software.
Results
Imatinib and nilotinib induce BCR–ABL-dependent
apoptosis in CD34 cells
Flow cytometry analysis of CML bone marrow mononuclear
cells from 36 different samples collected at the time of diagnosis
were incubated with 2mM imatinib for 24 h,which showed that
apoptosis could be efficiently detected in the subset of CD34þ
cells, whereas the proapoptotic effect was relatively attenuated
in total bone marrow mononuclear cells (Figure 1a). It was
observed (Figure 1b) that significant apoptosis was induced
using total mononuclear cells by imatinib (P¼ 0.012, n¼ 36),
but not nilotinib (P¼ 0.06, n¼ 29). However, the effects were
much more prominent when the analysis was focused and gated
on CD34þ cells (Po10"4 for both drugs) (Figure 1). When the
analysis was gated on CD34þ cells, both the sensitivity and
specificity of the assay for BCR–ABL-expressing cells were
higher than 0.9 (n¼ 36 BCR–ABLþ and 12 BCR–ABL negative
samples).
Nilotinib 20 nM and imatinib 2 mM induced a similar level of
apoptosis and this was confirmed when the rate of nilotinib-
induced apoptosis was plotted as a function of the rate of
imatinib-induced apoptosis (Figure 1c), with a trend line
equation nearing y¼ x (y¼ 0.94x, n¼ 26). A good correlation
was found (R2¼ 0.838) between the levels of apoptosis induced
by imatinib and by nilotinib in CD34þ cells, illustrating that
both drugs acted on the same targets. In contrast, both drugs
failed to induce a significant apoptosis in CD34þ cells from 12
BCR–ABL negative hematological disorders and four normal
bone marrow samples used as control (Figure 1b), confirming
the dramatic specificity of both inhibitors for BCR–ABL positive
cells.
Cytokines overcome nilotinib-induced apoptosis of
CML CD34þ cells
Bone marrow mononuclear cells in liquid culture with 10% FCS
as the sole supply of growth factors exhibited a high rate of
spontaneous apoptosis after 24 h. However, addition of a
cocktail of cytokines, including IL3, IL6, human stem cell
factor, erythropoietin, granulocyte macrophage colony-stimula-
ting factor , IL11 and FLT3 ligand, significantly decreased
spontaneous apoptosis by 18% in control CD34þ cells and by
26% in CML CD34þ cells (P¼ 0.0024, n¼ 21) (Figure 2a). The
addition of cytokines also inhibited 22% of the imatinib-induced
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apoptosis (P¼ 0.0041, n¼ 20), which is in the same range as
spontaneous apoptosis inhibition (Figure 2b, left panel). In
parallel experiments (Figure 2b, right panel), cytokine addition
inhibited by 71% the nilotinib-induced apoptosis (Po10"4,
n¼ 20). This was significantly higher than inhibition observed
on either imatinib-induced or spontaneous apoptosis
(P¼ 0.0014 and 10"4, respectively). In the presence of
cytokines, the nilotinib-induced apoptosis remained propor-
tional to imatinib-induced apoptosis; however, the slope was
reduced by 58% (Figure 2c), reflecting that cytokines could
rescue from apoptosis twice more nilotinib- than imatinib-
treated CD34þ cells. Moreover, imatinib is known to inhibit
not only BCR–ABL but also SCF receptor (CD117) tyrosine
kinases at the concentration used (2 mM). Conversely, nilotinib is
more specific and is not able to inhibit this receptor at the
concentration used (20 nM). In our series, CML CD34þ cells
were positive for CD117 at a rate of 82.6±9.3% and, when






























































Figure 1 Tyrosine kinase inhibitors specifically induce apoptosis in BCR–ABLþ /CD34þ cells. (a) Flow cytometry analysis of chronic
myelogenous leukemia bone marrow mononuclear cells treated with 2 mM imatinib (IMA) or not (spontaneous apoptosis). The cells were then
labelled with PC5-anti-CD34 and FITC-annexin V. The figure shows the CD34-side scatter plot (SSC) (right) and the annexin V binding gated either
on total or on CD34þ populations. (b) Apoptosis induced by IMA or NIL on samples from 12 BCR–ABL negative hematologic disorders, 36 BCR–
ABL positive samples and four normal bone marrow samples. The mean percentage of induced apoptosis was calculated as described in Material
and methods for BCR–ABL positive total mononuclear cells (light gray bars), BCR–ABLþ /CD34þ / cells (black bars), CD34þ /BCR–ABL negative
cells (white bars) and normal CD34þ cells (dark gray bars). Significance of the Wilcoxon test when compared with the corresponding untreated
control is shown (P). (c) The percentages of apoptosis induced by imatinib and nilotinib on CD34þ cells were plotted for each sample,
respectively, on the x- and y-axis (n¼ 26). The determination coefficient (R2) was calculated. The line represents the calculated linear regression.
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CD117" cells, the cytokine effect was mainly observed in
CD117þ CD34þ cells (Figure 2d). This suggests that the SCF
could play an important role in the cocktail of cytokines.
The stem cell factor can replace BCR–ABL in
maintaining survival of K562 cells
When K562 cells were treated by imatinib or nilotinib, either in
the presence or in the absence of cytokines, imatinib-induced
apoptosis was inhibited by 34% using the cocktail of cytokines,
whereas nilotinib-induced apoptosis was inhibited by 71%
(Figure 3a). However, the levels of Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1 and Bim
proteins were not altered by the addition of cytokines, whereas
the caspase 3 activation was greatly inhibited (Supplementary
Figure S1). As compared with primary CML CD34þ cells, the
differential effect with both inhibitors in the presence of
cytokines was confirmed on the CML cell line K562. To
investigate whether c-KIT was related with the rescue of K562
cells using cytokines, K562 cells were treated by nilotinib in the
presence of cytokines, with or without a blocking anti-CD117
antibody. The blockade of CD117 inhibited by 55% the
antiapoptotic effect of the cytokine cocktail against nilotinib
(Po0.05) (Figure 3b). Using a proliferation assay, the IC50 of
nilotinib was increased three times in the presence of cytokines,
but twice only if anti-CD117 was added to cytokines (Figure 3c).
In this case, the IC95 that was found to be 20 nM in the absence
of cytokines was not attained in the presence of cytokines.
However, a very high concentration of nilotinib (3 mM), able to
inhibit c-KIT tyrosine kinase, was also able to maintain in the
























































































































Figure 2 Cytokines rescue chronic myelogenous leukemia CD34þ cells from nilotinib-induced apoptosis. (a) The percentage of spontaneous
apoptosis occurring during 24-h incubation in the presence of fetal calf serum (FCS) alone or in the presence of FCS and cytokines (FCSþCK) in
nine BCR–ABL negative (CTRL, left panel) and 21 CML (right panel) CD34þ cells. The whisker boxes show the extreme values (vertical bars), the
low and high quartiles (rectangles) and the median values (triangles) as a function of culture conditions. (b) The percentages of imatinib- or
nilotinib-induced apoptosis in 20 CML CD34þ cells were plotted as a function of culture conditions; legends as in (a). (c) The percentages of
apoptosis induced in CD34þ cells in the absence (black squares) or the presence (white squares) by imatinib and nilotinib were plotted for each
sample, respectively, on the x- and y-axis (n¼19). The equations of both trend lines are shown. (d) Mean percentages of apoptosis induced
by nilotinib either in the absence (white bars) or in the presence of cytokines (gray bars) in total CD34þ cells, CD117þ /CD34þ cells and
CD117"/CD34þ cells from bone marrow of five CML patients.
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induced by IC50 in the absence of cytokines (Figure 3d). It was
suggested by the earlier experiments that sparing SCF signaling
(by nilotinib in place of imatinib) can support survival of
BCR–ABL-expressing cells independently of BCR–ABL tyrosine
kinase activity. To investigate SCF rescue of BCR–ABL inhibi-
tion, K562 cells were depleted in BCR–ABL by specific shRNA
(inset in Figure 3e), which led to 60% cell death in 3 days that
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Figure 3 Stem cell factor may rescue K562 cells from BCR–ABL inhibition. (a) Apoptosis induced by 2 mM imatinib or 20 nM nilotinib over 48 h in
K562 cells cultured either in the presence of fetal calf serum (FCS) alone (10% v/v) or in the presence of FCS and cytokines (FCSþCK). Apoptosis
was analyzed by flow cytometry using DiOC6(3) (3,3-dihexyloxacarbocyanine iodide)3 as a Dcm probe. (b) Effect of blocking anti-CD117
antibody on the apoptosis induced over 24 h by 20nM nilotinib in K562 cells cultured in the presence of cytokines (FCSþCK). (c) Effect of
increasing concentrations of nilotinib (black diamonds) alone or in the presence of cytokines (white squares) and cytokinesþ anti-CD117 antibody
(white triangles) on viable K562 cells. The thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) method was used after 72 h culturing. The results were
expressed as percentage of control optical density±s.d. (d) Effect of high concentration of nilotinib on the apoptosis of K562 cells cultured in either
the presence or in the absence of cytokines. (e) Effect of BCR–ABL knockdown on apoptosis and proliferation of K562 cells cultured for 3 days
either in the presence of FCS alone or in the presence of 200 ng/ml of SCF (FCSþ SCF). After the depletion of BCR–ABL (see inset) with shRNA, the
cells were counted before and after 3 days of culturing and the proliferative index was calculated (gray bars). Spontaneous apoptosis was
determined as described in (a) (white bars). All figures represent mean±s.d. of three experiments.
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showed that K562 cells were not dependant on BCR–ABL
signaling as long as the SCF receptor pathway was activated.
CML CD34þ cells are dependent on BCR–ABL only
in the absence of SCF
To investigate whether SCF alone was able to rescue CML
CD34þ cells from BCR–ABL tyrosine kinase inhibition, five
samples of CML bone marrow mononuclear cells were cultured
with FCS alone, in the presence of the cytokine cocktail or SCF.
The spontaneous apoptosis, as well as imatinib- and nilotinib-
induced apoptosis was then measured in CD34þ cells by flow
cytometry. Figure 4 shows that no significant effects were
observed on spontaneous apoptosis (Figure 4a) and imatinib-
induced apoptosis (Figure 4b). However, both the cytokine
cocktail and SCF alone significantly inhibited nilotinib-induced
apoptosis (Po0.02). This confirms indirectly that, when
BCR–ABL tyrosine kinase is inhibited, SCF is sufficient to maintain
CD34þ cells alive if CD117 tyrosine kinase is not inhibited.
Discussion
In this study , a simple functional flow cytometry assay was
developed to evaluate apoptosis induced in CML BM samples
by BCR–ABL tyrosine kinase inhibitors. The specificity of the
flow cytometry assay for BCR–ABL-expressing cells was
confirmed by nilotinib- and imatinib-induced apoptosis being
significantly greater in CML CD34þ cells than in total mono-
nuclear cells. This is in accordance with the earlier finding that
expression of the BCR–ABL tyrosine kinase is ten times higher in
CD34þ than in total mononuclear cells.22
Nilotinib was found to be 100 times more potent than
imatinib in the presence of FCS. This is the same order of
magnitude as earlier results obtained by different methods.2
However, the addition of a cocktail of cytokines decreased
twice more nilotinib-induced apoptosis than imatinib-induced
apoptosis. Both nilotinib and imatinib inhibit BCR–ABL tyrosine
kinase but, at the concentrations used, imatinib also inhibits
c-ABL, platelet-derived growth factor receptor and CD117
tyrosine kinases.2 The effects on platelet-derived growth factor
receptor cannot explain the difference between both molecules
observed after addition of cytokines as FCS, which was present
in all conditions tested, contained platelet-derived growth factor
and c-ABL can be excluded as it is also inhibited by nilotinib.
CD117 is a better candidate as the concentration of nilotinib
used in this study was greatly below the IC50 for this receptor,
whereas imatinib concentration was above the IC50. Moreover,
we confirmed that a large majority of CML CD34þ cells
are CD117þ , as described earlier,23 and that CD117þ cells
are more prone to be rescued from the nilotinib toxicity by
cytokines. Similar results were obtained on K562, a BCR–ABL-
expressing, CD117þ cell line,11 and these effects were reversed
in part by blocking SCF-CD117 signaling. This was further
substantiated by the ability of SCF to reverse the effects of
spontaneous cell death and proliferation inhibition induced by
RNA-interference depletion of BCR–ABL in K562 cells. The
dependence of K562 survival on BCR–ABL expression has
earlier been proposed as an example of oncogene addiction,15
although apoptosis of CML CD34þ cells has been reported not
to be significantly induced by imatinib in the presence of
cytokines.14 More recent results indicate that CML CD34þ cells
show a limited addiction to BCR–ABL kinase activity in the
presence of cytokines,18 and that cytokines maintain activation
of kinases that are otherwise inhibited by both imatinib and high
concentrations of nilotinib.19
In light of the results presented here, a better interpretation
would be in terms of active kinase addiction whatever the
pathway reaching this activation step.
In addition, we show here that SCF is the cytokine that can
rescue CML CD34þ cells from nilotinib toxicity while
preserving imatinib toxicity (Figure 4). This could be the reverse
side of the better specificity of nilotinib towards BCR–ABL
tyrosine kinase. By preserving CD117 activity, nilotinib made
the cells susceptible to maintain a survival-compatible level of
kinase activation in the presence of SCF. This could be an
explanation for the resistance to nilotinib-induced apoptosis that
has been described earlier in CML CD34þ cells cultured in the
presence of a cytokine cocktail, including SCF.4 Similarly,









































































Figure 4 Stem cell factor can compensate BCR–ABL inhibition in
CML CD34þ cells. CML bone marrow mononuclear cells were
incubated in the presence of fetal calf serum alone, in the presence of
FCS and cytokines (FCSþCK), or in the presence of FCS and 200ng/ml
of SCF (FCSþ SCF) as indicated. Percentages of spontaneous apoptosis
(a) and imatinib- (b) or nilotinib-induced (c) apoptosis were
determined in CD34þ cells as in Figure 1. Mean±s.d. of five
experiments is plotted as a function of treatment.
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BCR–ABL-expressing cells in vivo, due to environmental
presentation of SCF by macrophages or stromal cells. Although
mutations in the kinase domain of c-KIT have not yet been
described in CML samples,24 a constitutive activation of CD117
or an autocrine secretion of SCF could also result in a partly
resistant phenotype to nilotinib, whereas a response to imatinib
would be preserved. In light of these results, it is possible that
the better specificity of nilotinib towards BCR–ABL is not an
advantage, and that the main interest of this second-generation
inhibitor would be its efficiency towards several mutated BCR–
ABL forms that conferred resistance to imatinib.2,25 However,
the plasma concentrations of nilotinib encountered in vivo26 are
much higher than the concentration necessary to achieve
apoptosis induction in vitro in the absence of SCF. The necessity
to inhibit CD117 tyrosine kinase could be the reason for the high
doses of nilotinib used in murine models2 or prescribed to the
patients,27 leading to plasma concentrations more than two logs
higher than the in vitro IC95.
In conclusion, the results presented here suggest that
inhibition of BCR–ABL oncogenic kinase restores the depen-
dence of CML progenitor cells towards regulation by cytokine
environment and particularly by SCF.
Acknowledgements
This study was supported by grants from the Comite´ de Gironde de la
Ligue Nationale contre le Cancer and the Fondation Laurette Fugain.
References
1 O’Brien SG, Guilhot F, Larson RA, Gathmann I, Baccarani M,
Cervantes F et al. Imatinib compared with interferon and low-dose
cytarabine for newly diagnosed chronic-phase chronic myeloid
leukemia. N Engl J Med 2003; 348: 994–1004.
2 Weisberg E, Manley PW, Breitenstein W, Bruggen J, Cowan-Jacob
SW, Ray A et al. Characterization of AMN107, a selective inhibitor
of native and mutant Bcr–Abl. Cancer Cell 2005; 7: 129–141.
3 Branford S, Rudzki Z, Walsh S, Grigg A, Arthur C, Taylor K et al.
High frequency of point mutations clustered within the adenosine
triphosphate-binding region of BCR/ABL in patients with chronic
myeloid leukemia or Ph-positive acute lymphoblastic leukemia
who develop imatinib (STI571) resistance. Blood 2002; 99:
3472–3475.
4 Jorgensen HG, Allan EK, Jordanides NE, Mountford JC, Holyoake
TL. Nilotinib exerts equipotent antiproliferative effects to imatinib
and does not induce apoptosis in CD34+ CML cells. Blood 2007;
109: 4016–4019.
5 Amarante-Mendes GP, McGahon AJ, Nishioka WK, Afar DE, Witte
ON, Green DR. Bcl-2-independent Bcr–Abl-mediated resistance to
apoptosis: protection is correlated with up regulation of Bcl-xL.
Oncogene 1998; 16: 1383–1390.
6 de Groot RP, Raaijmakers JA, Lammers JW, Koenderman L. STAT5-
dependent CyclinD1 and Bcl-xL expression in Bcr–Abl-trans-
formed cells. Mol Cell Biol Res Commun 2000; 3: 299–305.
7 Horita M, Andreu EJ, Benito A, Arbona C, Sanz C, Benet I et al.
Blockade of the Bcr–Abl kinase activity induces apoptosis of
chronic myelogenous leukemia cells by suppressing signal
transducer and activator of transcription 5-dependent expression
of Bcl-xL. J Exp Med 2000; 191: 977–984.
8 Aichberger KJ, Mayerhofer M, Krauth MT, Skvara H, Florian S,
Sonneck K et al. Identification of mcl-1 as a BCR/ABL-dependent
target in chronic myeloid leukemia (CML): evidence for coopera-
tive antileukemic effects of imatinib and mcl-1 antisense
oligonucleotides. Blood 2005; 105: 3303–3311.
9 Kuribara R, Honda H, Matsui H, Shinjyo T, Inukai T, Sugita K et al.
Roles of Bim in apoptosis of normal and Bcr–Abl-expressing
hematopoietic progenitors. Mol Cell Biol 2004; 24: 6172–6183.
10 Aichberger KJ, Mayerhofer M, Krauth MT, Vales A, Kondo R,
Derdak S et al. Low-level expression of proapoptotic Bcl-2-
interacting mediator in leukemic cells in patients with chronic
myeloid leukemia: role of BCR/ABL, characterization of under-
lying signaling pathways, and reexpression by novel pharmacolo-
gic compounds. Cancer Res 2005; 65: 9436–9444.
11 Belloc F, Moreau-Gaudry F, Uhalde M, Cazalis L, Jeanneteau M,
Lacombe F et al. Imatinib and nilotinib induce apoptosis of
chronic myeloid leukemia cells through a Bim-dependant pathway
modulated by cytokines. Cancer Biol Ther 2007; 6: 912–919.
12 Inaba T. Cytokine-mediated cell survival. Int J Hematol 2004; 80:
210–214.
13 Graham SM, Jorgensen HG, Allan E, Pearson C, Alcorn MJ,
Richmond L et al. Primitive, quiescent, Philadelphia-positive stem
cells from patients with chronic myeloid leukemia are insensitive
to STI571 in vitro. Blood 2002; 99: 319–325.
14 Holtz MS, Slovak ML, Zhang F, Sawyers CL, Forman SJ, Bhatia R.
Imatinib mesylate (STI571) inhibits growth of primitive malignant
progenitors in chronic myelogenous leukemia through reversal of
abnormally increased proliferation. Blood 2002; 99: 3792–3800.
15 Chen R, Gandhi V, Plunkett W. A sequential blockade strategy for
the design of combination therapies to overcome oncogene
addiction in chronic myelogenous leukemia. Cancer Res 2006;
66: 10959–10966.
16 Sharma SV, Gajowniczek P, Way IP, Lee DY, Jiang J, Yuza Y et al.
A common signaling cascade may underlie ‘addiction’ to the Src,
BCR–ABL, and EGF receptor oncogenes. Cancer Cell 2006; 10:
425–435.
17 Carrion RP, Gracian AC, Hernandez PS. Erlotinib as a single agent
in select subsets of patients with advanced non-small-cell lung
cancer. Clin Lung Cancer 2007; 8: 425–428.
18 Konig H, Holyoake TL, Bhatia R. Effective and selective inhibition of
chronic myeloid leukemia primitive hematopoietic progenitors by the
dual Src/Abl kinase inhibitor SKI-606. Blood 2008; 111: 2329–2338.
19 Konig H, Holtz M, Modi H, Manley P, Holyoake TL, Forman SJ
et al. Enhanced BCR–ABL kinase inhibition does not result in
increased inhibition of downstream signaling pathways or
increased growth suppression in CML progenitors. Leukemia
2008; 22: 748–755.
20 Belloc F, Cotteret S, Labroille G, Schmit V, Jaloustre C, Dumain P
et al. Bcr–abl translocation can occur during the induction of
multidrug resistance and confers apoptosis resistance on myeloid
leukemic cell lines. Cell Death Differ 1997; 4: 806–814.
21 Vayssiere JL, Petit PX, Risler Y, Mignotte B. Commitment to
apoptosis is associated with changes in mitochondrial biogenesis
and activity in cell lines conditionally immortalized with simian
virus 40. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91: 11752–11756.
22 Copland M, Hamilton A, Elrick LJ, Baird JW, Allan EK, Jordanides
N et al. Dasatinib (BMS-354825) targets an earlier progenitor
population than imatinib in primary CML but does not eliminate
the quiescent fraction. Blood 2006; 107: 4532–4539.
23 Martin-Henao GA, Ingles-Esteve J, Cancelas JA, Garcia J. Isolation
of CD34+ hematopoietic progenitor cells in chronic myeloid
leukemia by magnetic activated cell sorting (MACS). Bone Marrow
Transplant 1996; 18: 603–609.
24 Al-Ali HK, Heinrich MC, Lange T, Krahl R, Mueller M, Muller C
et al. High incidence of BCR–ABL kinase domain mutations and
absence of mutations of the PDGFR and KIT activation loops in
CML patients with secondary resistance to imatinib. Hematol J
2004; 5: 55–60.
25 von Bubnoff N, Manley PW, Mestan J, Sanger J, Peschel C, Duyster
J. Bcr–Abl resistance screening predicts a limited spectrum of point
mutations to be associated with clinical resistance to the
Abl kinase inhibitor nilotinib (AMN107). Blood 2006; 108:
1328–1333.
26 Tojyo A, Miyazaki Y, Usui N, Kobyashi Y, Okamoto S, Oyashiki K
et al. Phase I study of nilotinib in patients (pts) from Japan with
imatinib-resistant Ph+ chronic myelogenous leukemia (CML) or
acute lymphocytic leukemia (ALL). J Clin Oncol (Meet Abstr) 2007;
25 (suppl): 17511.
27 Kantarjian H, Giles F, Wunderle L, Bhalla K, O’Brien S, Wassmann
B et al. Nilotinib in imatinib-resistant CML and Philadelphia
chromosome-positive ALL. N Engl J Med 2006; 354: 2542–2551.
Supplementary Information accompanies the paper on the Leukemia website (http://www.nature.com/leu)
CML apoptosis depends on c-KIT pathway inhibition
































C Nil CK Nil+CK
BIM/Tubulin
BCL-XL/Tubulin
• Legend of the figure S1 : 
• A: K562 cells were treated with nilotinib ( NIL, 20 nM) in the presence or not of cytokines 
(CK). Proteins were analyzed by western-blot for BIM-EL, Bcl-XL, procaspase 3, cleaved 
caspase 3 and tubuline. 
• B: The blots of BIM-EL, Bcl-XL and tubulin were quantified using the Kodak Image Station 
machine and software. Tthe ratios BIM-EL/tubulin (blue bars) and Bcl-XL/tubulin (red bars) 
were calculated for each experiments and normalized taking the untreated control values 




Dans cette première étude, nous montrons que l’imatinib et le nilotinib induisent l’apoptose 
dans les progéniteurs leucémiques CD34+, de façon spécifique et avec une efficacité similaire. 
L’addition d’un cocktail de cytokines contenant notamment du SCF, diminue l’apoptose 
induite dans les progéniteurs leucémiques par les deux ITK, mais avec un effet beaucoup plus 
marqué lorsqu’il s’agit du nilotinib. Aux doses utilisées, c’est-à-dire 2µM d’imatinib et 20nM de 
nilotinib, l’imatinib est également capable d’inhiber le récepteur au SCF : c-KIT ou CD117, ce 
qui n’est pas le cas du nilotinib. Nous avons ensuite identifié la voie SCF/c-KIT comme 
majoritairement responsable de la diminution de l’apoptose induite par le nilotinib en présence 
du cocktail de CK, à la fois dans la lignée K562 et les progéniteurs hématopoïétiques. En 
bloquant l’expression de BCR-ABL1, nous avons également observé que l’apoptose successive 
à la perte de BCR-ABL1 pouvait être inhibée par l’ajout de SCF. 
Actuellement, les doses de nilotinib administrées aux patients sont environ 100 fois supérieures 
à celles nécessaires pour inhiber la TK de BCR-ABL1, et inhibent aussi c-KIT et le PDGFR. 
Cette perte de spécificité, également reconnue pour l’imatinib pourrait participer en partie à 
l’efficacité de ces deux ITK pour le traitement de la LMC. 
Il existe des cas de résistance au nilotinib, non expliquées par des mutations du domaine TK de 
BCR-ABL1. Les résultats obtenus nous suggèrent que la voie SCF/c-KIT pourrait jouer un 
rôle dans certaines de ces résistances. Il existe, dans une catégorie de LAM ou dans les GIST, 
des mutations du récepteur c-KIT, entrainant des résistances à l’apoptose. Une recherche de 
mutation sur ckit pourrait être envisagée, chez les patients résistants au nilotinib, non mutés sur 
BCR-ABL1. 
Au-delà d’une mutation activatrice du récepteur c-KIT, le ligand SCF peut également être mis 
en jeu dans les mécanismes de résistance au nilotinib. Des études récentes ont mis en évidence 
le rôle de différentes cytokines dans l’inhibition de l’apoptose induite par des ITK, dans des 
tumeurs solides (cancers du poumon et mélanomes). Une sécrétion autocrine de SCF pourrait 
conduire à une activation de la voie SCF/c-KIT et diminuer l’effet apoptotique du nilotinib. Le 
microenvironnement doit aussi être pris en compte, puisque la présence des CK tels que le 
SCF y est importante. Il pourrait jouer un rôle clé dans la préservation des cellules souches 
leucémiques, présentes dans les niches hématopoïétiques.    
Les résultats obtenus montrent que l’activation de la voie SCF/c-KIT permet de limiter l’effet 
cytotoxique du nilotinib. La notion d’addiction oncogénique, des cellules des LMC pour BCR-
ABL1 est donc remise en cause. Il apparait ici que l’inhibition de BCR-ABL1 n’est pas 
suffisante pour induire l’apoptose si une autre voie de survie est activée. Dans le travail suivant, 
149 
nous nous sommes attachés à essayer d’identifier la voie de survie activée par la récepteur c-
KIT.   
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III. ARTICLE 3 
Au cours de l’étude précédente, nous avons observé que l’apoptose induite par le nilotinib, 
utilisé à des doses proches de l’IC50 de BCR-ABL1, était diminuée en présence de SCF. Ces 
résultats remettent en question la notion d’addiction des cellules de LMC pour BCR-ABL1, 
puisque son inhibition n’est plus suffisante pour induire l’apoptose si une autre voie de survie 
est activée. Le nilotinib, synthétisé pour être plus efficace et plus spécifique que l’imatinib est 
actuellement utilisé à des doses 100 fois supérieures à celle de l’IC50 de BCR-ABL1, 
permettant notamment l’inhibition de c-KIT. La spécificité vis-à-vis de BCR-ABL1 est alors 
perdue ainsi que l’avantage théorique à utiliser le nilotinib au lieu de l’imatinib. Ces données 
renforcent l’idée que c-KIT joue un rôle dans la résistance à l’apoptose induite par les ITK et 
que son inhibition participe à l’efficacité du traitement. Ce second travail a eu pour objectif 
l’identification de la voie de survie activée par le SCF et responsable de la diminution de la 
réponse apoptotique au nilotinib.  
Un article rassemblant les résultats obtenus est en cours de soumission :  
L’inhibition de la voie PI3K/mTOR sensibilise les cellules souches de leucémie 
myéloïde chronique au nilotinib et restaure la réponse des progéniteurs au nilotinib, en 
présence de Stem Cell Factor.  
PI3K/mTOR pathway inhibition sensitizes Chronic Myeloid Leukemia stem cells to 
nilotinib and restores the response of progenitors to nilotinib in the presence of Stem 
Cell Factor. 
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Abstract 
Nilotinib is a second generation tyrosine kinase inhibitor, designed to specifically inhibit Bcr-Abl, 
and developed to treat chronic myeloid leukemia (CML) in patients showing a resistance to 
imatinib. We previously demonstrated that nilotinib-induced apoptosis was reduced by Stem Cell 
Factor (SCF) addition. Here, the SCF-activated survival pathway was investigated. Bcr-Abl 
expression was accompanied by the activation of the SCF receptor: c-kit. Nilotinib inhibited this 
activation which was restored by SCF binding. Parallel variations were observed for mTOR 
kinase and mTOR complex 1 substrate S6K. The inhibition of mTORC1 restored the response 
of CML cells to nilotinib in the presence of SCF on both cell lines and hematopoietic progenitors 
from CML bone marrows, confirming its involvement in SCF-activated survival pathway. 
However, the mTORC1 pathway seems not to be involved in the nilotinib-induced resistance of 
the CML stem cell population. Akt activation did not drive this survival pathway, conversely to 
PI3K whose inhibition restored nilotinib-induced apoptosis in cell lines and hematopoietic 
progenitors. Moreover, PI3K inhibition also sensitized CML stem cells to nilotinib, suggesting 
two different panels of kinase pathway activations in CML progenitor and stem cell populations. 
 







Chronic myeloid leukemia (CML) is a 
hematopoietic stem cell disease characterized 
by the presence of the chimeric BCR-ABL 
gene, encoding a fusion protein with prominent 
tyrosine kinase activity (1). Bcr-Abl has been 
identified as responsible for the 
leukemogenesis, leading to the development of 
a tyrosine kinase inhibitor (TKI): imatinib 
mesylate. In vitro, it induces apoptosis in CML 
cells, without affecting normal cells (2). In vivo, 
imatinib had totally revolutionized the 
treatment of CML patients, resulting in more 
than 80% of event-free survival after 8 years (3, 
4). It currently constitutes the first line 
treatment for CML patients. 
Despite this efficiency, some cases of 
resistances appeared. Twenty per cent of them 
were due to a mutation in the BRC-ABL 
tyrosine kinase domain, resulting in imatinib 
inefficiency (5). To counter this resistance, 
nilotinib, a second generation TKI, has been 
developed (6).  
Imatinib and nilotinib are able to inhibit 
specifically the Abl kinase activity, but both 
drugs also target other tyrosine kinases such as 
c-kit (the SCF receptor) and PDGFR (7). 
Nilotinib is more efficient than imatinib to 
inhibit the Bcr-Abl activity since its IC50 is 10 
times lower. It is also more specific since the 
nilotinib concentration required to block the 
Bcr-Abl activity, i.e. 20 nM, is not sufficient to 
inhibit c-kit and PDGFR, contrarily to imatinib 
(8).  
In a previous in vitro study, we 
demonstrated that the apoptosis, induced by 
nilotinib concentrations close to the Bcr-Abl 
IC50 (20 nM), was reduced following Stem Cell 
Factor (SCF) addition (9). The paradigm of 
CML cell dependence on Bcr-Abl activity is 
questioned by these results: CML cells are able 
to survive after Bcr-Abl inhibition if another 
survival pathway is activated. In addition to our 
work, other groups have reported that 
oncogenic addiction (Bcr—Abl dependence), 
could be modified by external factors such as 
the microenvironment (10). In vivo, nilotinib 
plasmatic concentrations are 100 times higher 
than necessary to inhibit the Bcr-Abl activity, 
and probably affect other kinases such as 
cytokines or growth factor receptors (11). 
These observations promote the idea that what 
leads to the loss of the targeted therapy could 
be the key component of nilotinib success and 
indicate the important role of the c-kit pathway 
in the response of CML cells to TKI.  
The mTOR (mammalian Target Of 
Rapamycin) pathway is one of the multiple 
signalling pathways activated by Bcr-Abl in 
CML cells (12). mTOR is a serine/threonine 
kinase which forms two different complexes. 
The most studied complex, mTORC1, results 
from the binding of mTOR to Raptor, mLST8 
and PRAS40. mTORC1 positively regulates the 
biosynthesis of proteins necessary for cell 
growth and proliferation. It is also known to 
inhibit the autophagy process. The other 
complex, mTORC2, is formed by the binding 
of mTOR to Rictor, mSIN1 and mLST8 and it 
is a critical regulator of Akt (13). mTOR is 
usually described as a member of the canonical 
PI3K/Akt/mTOR pathway. In CML, 
mTORC1 inhibition has been shown to 
synergize with imatinib to induce apoptosis 
(14). Moreover, it recently appeared that 
simultaneous mTORC1 and mTORC2 
inhibitions could induce apoptosis in cells 
expressing the T315I-mutated BCR-ABL gene 
(15). 
In this study, we investigated the 
survival pathway activated by SCF, leading to a 
decrease in nilotinib-induced apoptosis. The 
accumulation of the pro-apoptotic protein Bim, 
and the decrease in the anti-apoptotic protein 
Bcl-xL, usually associated with TKI-induced 
apoptosis in CML cells (16, 17), were not 
modified after SCF addition. We observed the 
constitutive activation of c-kit in Bcr-Abl 
expressing cell lines that was inhibited by 
nilotinib and restored by SCF. Parallel 
variations were observed for the mTOR kinase 
activity. Its role on SCF-activated pathway was 
confirmed by using RAD-001 (Everolimus), a 
mTORC1 inhibitor which restores nilotinib 
sensitivity on CML cell lines and hematopoietic 
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progenitors (CD34+/CD38+). mTOR 
inhibition showed no effect on CML stem cells 
(CD34+/CD38-). However, PI3K inhibition 
restored CML cell line sensitivity to nilotinib in 
the presence of SCF, and this beneficial effect 
was also observed in both progenitors and stem 
cells (CD34+/CD38-). 
 
Material and methods 
Cell lines 
K562 and LAMA84 cell lines were cultured 
in RPMI 1640 supplemented with 10% v/v 
fetal calf serum (FCS), 1 mM glutamine, 25 
mM Hepes, 100 units/ml penicillin, 50 
µg/ml streptomycin in a humidified 
atmosphere containing 5% v/v CO2 at 37°C. 
Exponentially growing cells were used in all 
experiments. 
Bone marrow samples 
After informed consent was obtained, bone 
marrow samples obtained from patients with 
myeloproliferative disorders that were 
received in the laboratory for BCR–ABL 
analysis were separated by Ficoll 
sedimentation (PAN Biotech GmbH, 
Germany). Moreover, normal bone marrow 
samples were taken from non-hematological 
patients after informed consent. The 
mononuclear cell layer was washed and 
resuspended in culture medium in the 
presence of the drugs. 
 
Reagents 
Nilotinib (AMN107, Tasigna®) was kindly 
provided by Novartis Pharma and used at 20 
nM. RAD-001 (Everolimus, Novartis) was 
purchased to Selleck and used at 200 nM. 
LY294002 (Cell Signaling Technology) was 
used at 10 µM. The SCF was purchased 
from Peprotech (Neuilly sur Seine, France) 
and used at 100 ng/ml. 
 
Apoptosis in K562 and LAMA84 cell lines 
Apoptosis was detected by using DiOC6(3) 
(100 ng/ml) as a probe for mitochondrial 
membrane potential (MMP) as previously 
described (18). Samples were analyzed with 
an Epics XL cytometer (Beckman–Coulter, 
Villepinte, France).  
 
Apoptosis in primary bone marrow cells 
After a 24-h incubation with the indicated 
drugs, mononuclear cells, from CML patient 
bone marrows or BCR-ABL negative bone 
marrows, were labeled with anti CD34-APC, 
anti CD38-PC5 and Annexin V-FITC. 
Samples were analyzed by multivariate flow 
cytometry (Navios, Beckman Coulter). 
Percentages of annexin V-positive cells were 
quantified on the gated CD34+/CD38+ or 




Cells were seeded at 25000 cells/well in a 
96-well plate and cultured for 3 days with 
increasing concentrations of nilotinib, in the 
presence or not of SCF (100 ng/ml) and 
RAD-001 (200 nM). Viable cells were 
evaluated on the basis of their ATP content. 
The CellTiter-Glo® luminescent viability 
assay (Promega) was used according to the 
supplier’s instructions. The bioluminescence 




After SDS-PAGE electrophoresis, proteins 
were transferred onto a PVDF membrane 
(Biorad, Marnes-la-Coquette, France). 
Membranes were saturated with 5% (w/v) 
fat-free dry milk or 5% (w/v) bovine 
albumin in Tris-buffered saline containing 
0.1% (v/v) Tween 20 (Sigma). Membranes 
were then probed with primary antibodies: 
mouse monoclonal for Bcl-xL (Santa Cruz 
Biotech.) and phospho-tyrosine (P-Tyr-100) 
(Cell Signaling Technology), rabbit 
monoclonal for cleaved caspase 3, phospho-
Akt (Thr308), phospho-Akt (Ser473), 
p44/42 MAPK (Erk1/2), phospho-p44/42 
MAPK (Erk1/2) (Thr202/204) (Cell 
Signaling Technology, Inc, Danvers), and 
phospho-S6K (Thr389) (Abcam, Cambridge, 
UK) and rabbit polyclonal for: Tubulin, Bim, 
LC3B (Sigma), phospho-c-kit (Abcam) and 
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phospho-mTOR (Ser2448) (Invitrogen, 
Saint-Aubin, France). 
All antibodies were used at a 1/1000 
dilution. After secondary antibody labeling, 
peroxidase activity was revealed using the 
Western Lightning Plus-ECL kit (Perkin 
Elmer, Courtaboeuf, France) and band 
intensity was quantified using a Kodak 
Imager. 
 
Assessment of tyrosine phosphorylations by flow 
cytometry 
CML cell lines were resuspended at 250,000 
cells/ml in culture medium and untreated 
(control cells) or treated with nilotinib (20 
nM), SCF (100 ng/ml) or both. After a 24-h 
incubation at 37°C, cells were washed with 
PBS and fixed with 4% formaldehyde. 
Permeabilization was performed using 
methanol 50% in PBS. After washing, the 
cells were labeled with the desired phospho-
specific antibody and an Alexa-647-coupled 
secondary antibody (Invitrogen). A negative 
control was performed for each experiment 
by using an unrelated primary antibody.   
 
Statistical analysis 
All experiments performed on cell lines were 
carried out in triplicate and results expressed 
as the mean ± standard deviation (SD). The 
paired Student’s t-test was used to analyze 
the data. Considering the wide range of 
spontaneous apoptosis occurring during the 
culture of patient samples, drug-induced 
apoptosis was calculated as the percentage of 
drug-specific apoptosis: (apoptosis in treated 
sample - apoptosis in control) x 100 divided 
by (100 - apoptosis in control). Experiments 
performed on patient samples were analyzed 




We previously demonstrated that 
SCF was able to inhibit nilotinib-induced 
apoptosis on Bcr-Abl expressing cells when 
nilotinib was used at concentrations 
targeting the Bcr-Abl tyrosine kinase but 
unable to inhibit the c-kit tyrosine kinase (9). 
These results were confirmed on Figure 1A 
where apoptosis induced in 24h by 20 nM 
nilotinib was reduced by at least 50% in two 
Bcr-Abl positive cell lines and fresh CD34+ 
cells from CML bone marrows. Moreover, 
the nilotinib-induced Bim accumulation and 
Bcl-xL down-regulation were not modified 
by the addition of SCF whereas the cleavage 
of caspase 3, specific of apoptosis, was 
partly inhibited (Figure 1B). Similarly, Erk 
phosphorylation, responsible for Bim 
degradation, was only partially restored 
when nilotinib was used in the presence of 
SCF, explaining the sustained accumulation 
of Bim (Figure 1C). Thus, while TKI-
induced imbalance between the Bcl-2 family 
proteins was necessary for apoptosis (16), it 
was not sufficient for the completion of this 
cell death suggesting the activation of other 
pro-apoptotic signals activated by Bcr-Abl.  
We first verified that SCF addition 
did not restore the Bcr-Abl activity. As 
shown in Figures 2A and 2B, SCF was not 
able to restore the nilotinib-induced loss of 
tyrosine phosphorylation or Bcr-Abl 
phosphorylation (Figure 2B). The SCF 
receptor c-kit was constitutively activated in 
both Bcr-Abl expressing cell lines (Figures 
2C). Nilotinib 20 nM inhibited this 
constitutive activation but c-kit binding by 
SCF partially restored c-kit phosphorylation 
while Bcr-Abl was inhibited by low 
concentrations of nilotinib (Figures 2B, C). 
Altogether, these results suggest that c-kit 
constitutive phosphorylation resulted from 
Bcr-Abl activity.  
Behind the survival pathway, 
putatively activated by c-kit, mTOR has not 
been studied extensively. Here, we observed 
a constitutive mTOR phosphorylation, 
reduced by nilotinib and completely restored 
after SCF addition (Figure 2C). In the same 
conditions, the p70-S6K kinase completely 
recovered its phosphorylation state after 
SCF addition to nilotinib, testifying of the 
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involvement of mTORC1 (Figures 2C). A 
pro-survival mechanism, activated by SCF 
binding to its receptor c-kit was thus able to 
overcome the deleterious effect of Bcr-Abl 
inhibition. If this mechanism is activated by 
the mTOR pathway, a pharmacologic 
inhibition of this pathway would restore 
nilotinib-induced apoptosis in the presence 
of SCF.  
mTORC1 inhibition was performed 
using RAD-001. Figure 3A shows that, in 
the presence of SCF, the IC50 of nilotinib 
was increased by a 4-fold in K562 and more 
than 7 times in LAMA-84 cell lines (dotted 
lines). This differential effect could be due to 
the higher expression of c-kit in LAMA-84 
as compared to K562 cells (supplementary 
figure S1). While RAD-001 alone had no 
effect (data not shown), it restored in part 
the IC50 of nilotinib in the presence of SCF. 
Similarly, SCF inhibited nilotinib-induced 
apoptosis more efficiently in LAMA-84 than 
in K562 cells (Figure B) and while this 
inhibition was completely abolished by the 
mTOR inhibitor in K562 cells, it was only 
reduced in LAMA-84 cells. Again, this result 
can be related to the relative expression of c-
kit in the two cell lines (Figure S1). 
However, it is not clear from these results 
whether SCF-induced c-kit activation is 
directly responsible for mTOR activation or 
whether an alternative pathway is also 
activated. 
We analyzed the phosphorylation of 
c-kit and mTOR after the inhibition of 
either Bcr-Abl or mTOR or both (Figure 4). 
In K562 and LAMA-84 cells, Bcr-Abl 
inhibition resulted in the complete inhibition 
of c-kit phosphorylation while mTOR 
phosphorylation was only reduced (Figures 
4A and B), the level of S6K phosphorylation 
testifying of a residual mTORC1 activity. c-
kit phosphorylation due to Bcr-Abl 
inhibition was partly restored by SCF 
addition, while mTOR phosphorylation and 
activity were completely recovered. When 
both nilotinib and the mTORC1 inhibitor 
were used in the presence of SCF, both c-kit 
and mTOR were completely 
unphosphorylated showing that each of 
these proteins is able to activate the other 
one. Taken together, these results suggest 
that Bcr-Abl activates c-kit in one hand and 
that c-kit and mTOR are implied in a cross-
talk on the other hand. The inhibition of 
mTORC1 is known to force the cells 
towards autophagy that can ultimately lead 
to cell death (19). We explored the 
autophagic and apoptotic cell death 
mechanisms by analyzing the expression of 
the respective specific proteins LC3b and 
cleaved caspase 3. As shown in figures 4C 
and D, Bcr-Abl inhibition induced apoptosis 
as testified by the caspase 3 cleavage and the 
absence of LC3b II accumulation. The 
simultaneous Bcr-Abl/mTORC1 inhibition 
definitively turned the cells towards an 
apoptotic cell death with a caspase 3 
cleavage and not towards an autophagic cell 
death. Thus, it seems that in the presence of 
SCF, the cell lines no longer display an 
exclusive oncogenic addiction to Bcr-Abl 
but that they require a further inhibition of 
the mTOR pathway to undergo apoptosis.  
The role of mTORC1 in the survival 
of Bcr-Abl cells was also investigated on 
fresh stem/progenitor hematopoietic cells. 
The analysis was gated on two distinct 
populations: CD34+/CD38+ and 
CD34+/CD38- respectively considered as 
leukemic progenitors and leukemic stem 
cells (Figure 5A). Nilotinib was able to 
significantly induce apoptosis (p>0.0001) in 
CD34+/CD38+ progenitor cells which was 
inhibited by 60% (p=0.0001) after SCF 
addition (Figure 5B). As expected, this TKI 
induced only a moderate apoptosis 
(p=0.005) on CD34+/CD38- that are more 
primitive cells and this effect was not 
inhibited by SCF (Figure 5B). In the 
presence of SCF, mTORC1 inhibition by 
RAD-001 restored in part the apoptotic 
response (p=0.0009) to nilotinib in 
CD34+/CD38+ cells while it failed to 
sensitize the CD34+/CD38- cells (Figure 
5B). Nilotinib and RAD-001 showed no 
cytotoxic effect on Bcr-Abl negative CD34+ 
cells (Figure 5C). Thus, the mTORC1 
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pathway plays a role in the survival of Bcr-
Abl expressing cells and its inhibition 
partially overcomes the SCF-induced 
resistance to nilotinib. Conversely, the 
previously described resistance of primitive 
progenitor and stem cells to TKI (10) is not 
dependent on mTORC1 activity.  
In order to identify the mechanism 
leading to mTOR activity, we analyzed the 
PI3K pathway described as the canonical 
pathway responsible for both Akt and 
mTOR activation (20). Conversely to 
mTOR, Akt was not dephosphorylated by 
Bcr-Abl inhibition or phosphorylated by 
SCF addition (Figure 6A). However, the 
upstream inhibition of the PI3K using 
LY294002 cooperated with Bcr-Abl 
inhibition to restore the apoptosis in the cell 
lines and this effect was inhibited by SCF 
(Figure 6B). Moreover, PI3K and Bcr-Abl 
inhibitions cooperated to inhibit mTOR 
phosphorylation and mTORC1 activity 
(Figure 6C), suggesting that both these 
pathways participated to mTOR activation. 
These results were confirmed in CML 
CD34+/CD38+ cells in which LY294002-
induced apoptosis (p=0.003) was further 
increased when LY294002 was associated 
with nilotinib (p=0.003) (Figure 6D). 
Interestingly, an apoptotic response was also 
induced in the primitive CD34+/CD38- 
population (p=0.003) which has been found 
resistant to Bcr-Abl inhibitors used alone or 
in combination with an mTOR inhibitor. 
This result suggests that a different signaling 
pathway is responsible for the survival in the 
different CD34+ sub-populations. The 
PI3K inhibitor showed a cytotoxic effect on 
Bcr-Abl negative progenitors, but to a lesser 
extent than on their CML counterparts, and 
it did not synergize with nilotinib (Figure 
6E). 
Discussion 
In the current work, we confirmed 
that cytokines, and particularly the SCF, are 
able to counteract the pro-apoptotic effect 
induced by the Bcr-Abl inhibition. We have 
investigated the survival pathways activated 
by the SCF receptor, c-Kit, to better 
understand this phenomenon. Since mTOR 
complexes could be activated by c-Kit, and 
have already been reported to regulate cell 
growth and proliferation in CML cells, we 
focused our work on this pathway. 
Moreover, mTOR complexes could also be 
targeted by several small inhibitors in 
development for cancer therapy (21, 22). We 
observed that mTORC1 inhibition restores 
nilotinib sensitivity in the presence of SCF, 
in both CML cell lines and progenitors. 
mTORC1 inhibition did not induce any 
beneficial effect on CML stem cells, 
conversely to PI3K inhibition which 
sensitizes this TKI resistant population to 
nilotinib. 
In a first set of experiments, we had 
reported that the SCF/c-Kit pathway must 
be inhibited to enable TKI-induced 
apoptosis in CML cells (9). The impact of 
external factors on TKI response must be 
highly considered. Similarly to our results, 
two studies have recently demonstrated that 
growth factors could confer a TKI resistance 
in other models and particularly in solid 
tumors such as melanomas or Non Small 
Cell Lung Cancer (23, 24). In addition, 
Corbin et al. have reported that cytokines, 
such as SCF, produced by the 
microenvironment, could counter the TKI 
inhibitory effects in CML cells (10). 
We confirm in this study, that the c-
Kit pathway is really a hindrance to the TKI 
inhibitory effect. The relevance of this data 
is supported by the constitutive activation of 
c-Kit observed in CML cell lines. A direct 
link between c-Kit and Bcr-Abl had already 
been reported (25). Here, we confirm that 
Bcr-Abl activates c-Kit, since Bcr-Abl 
inhibition by low doses of nilotinib (20 nM), 
was associated with a loss of c-Kit 
phosphorylation. The binding of SCF to c-
Kit restores in part its phosphorylation in 
the absence of Bcr-Abl activity and this 
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effect results in mTORC1 activation. 
mTORC1 activity is necessary to the anti-
TKI effect of SCF, since it was abrogated 
after mTORC1 inhibition with RAD-001. In 
other words, the protective and restorative 
effect of SCF on nilotinib-induced apoptosis 
is lost after mTORC1 inhibition with RAD-
001. Several studies have previously reported 
a role for the mTOR pathway in CML cells. 
It has recently been shown that the 
rapamycin-induced mTOR inhibition 
decreased the proliferation of K562 cell lines 
(26). Moreover, clinical and pre-clinical 
studies have demonstrated that mTORC1 
inhibitors synergized with imatinib to 
increase apoptosis in CML cells (27, 28), and 
restored the sensitivity to imatinib-resistant 
cells (14). 
We observed a link between the 
mTOR functional effect and c-kit expression 
level, i.e. in high c-Kit-expressing cell lines, 
the mTOR inhibition was less efficient (see 
Figures 3C, 3D and S1). Moreover, when 
Bcr-Abl and mTOR inhibitors were used in 
combination, the phosphorylation of c-Kit 
and mTOR was more reduced than when 
each inhibitor was used separately (see 
Figures 4A and B). This result suggests that 
c-Kit and mTOR are engaged in a cross-talk.  
The upstream events leading to 
mTOR activation, following SCF binding, 
were investigated and it was found that the 
PI3K activity was required. The mTOR 
inhibition was sufficient to overcome the 
protective effect of SCF on nilotinib-
induced apoptosis in both CML cell lines 
and progenitors. However, it was inefficient 
to induce apoptosis in CD34+/CD38- CML 
cells which were also resistant to Bcr-Abl 
inhibition (10, 29). Conversely, the PI3K 
inhibition alone was able to induce apoptosis 
in CD34+/CD38- CML cells, illustrating 
different survival mechanisms in progenitors 
and stem cells (Figure 7). 
It must be noticed that nilotinib is 
currently used to treat CML, and that 
administrated doses lead to plasma 
concentrations able to inhibit c-Kit besides 
Bcr-Abl, as shown already with the other 
TKI, i.e. imatinib and dasatinib (30-32). This 
result questions the concept of the so-called 
“targeted therapy” of CML, and suggests 
that TKI success could be the result of 
multiple kinase inhibitions, such as at least 
Bcr-Abl and c-Kit, induced by high dose 
administrations. Finally, the mTORC1 
inhibition could help in reducing nilotinib 
dosing at levels that only inhibit Bcr-Abl 
with no effect on c-kit, and it would be 
worth to test this combination in CML 
patients  
However, nilotinib/RAD-001 
association is not able to resolve one of the 
most important problems in CML therapy: 
the TKI resistance of leukemic stem cells. 
The inhibition of the PI3K/Akt pathway 
could thus be a promising strategy for this 
last purpose. Several studies have already 
shown a main role of PI3K in Bcr-Abl-
induced transformation (33). Here, we 
identified PI3K as a component of the CML 
stem cell resistance. This mechanism has to 
be taken into account to design a drug 
combination able to induce cell death on 
both CML progenitors and stem cells. 
Several strategies have already been 
proposed to target leukemic stem cells (34) 
and the combination of TKI and PI3K 
inhibitors should be considered if we want 
to cure CML and stop the treatment.  
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SCF inhibits nilotinib-induced apoptosis independently of Bcl-2 family proteins. A: 
Apoptosis was measured by flow cytometry using DiOC6(3) as a probe for K562 and 
LAMA-84 cell lines and FITC-annexin V for CML bone marrow CD34+ cells. Cells were 
incubated for 24h in the presence or not of 100 ng/ml SCF and 20 nM nilotinib. Drug-
induced apoptosis was calculated as described in Material and Methods and corrected 
for spontaneous apoptosis. Results are expressed as mean +/- SD of 3 experiments for 
the cell lines and 7 experiments for the CML CD34+ cells. B, C: K562 and LAMA-84 cells 
were treated with 20 nM nilotinib in the presence or not of SCF and the expression of 
Bim, Bcl-xL, and cleaved caspase 3 (B) or phospho-Erk1/2 and Erk (C) were analyzed 
by western blot. Anti-tubulin antibody was used to verify the loading homogeneity. The 







































SCF maintains the activation of the mTOR pathway without restoring the global 
tyrosine phosphorylation state. A: Global tyrosine phosphorylation state was 
measured by flow cytometry in K562 and LAMA-84 cells treated or not with 20 nM 
nilotinib and/or 100 ng/ml SCF for 24h. Results are expressed in percentage of the 
control value. B, C: K562 and LAMA-84 cell lysates were analyzed by western blot 
after treatment with nilotinib and/or SCF as described above. The blots were probed 
with anti-phosphotyrosine and anti-phospho-c-kit (B) or anti-phospho-c-kit, anti-
phospho-mTOR and anti-phospho-S6K (C). Anti-tubulin antibody was used to verify 
the loading homogeneity. 
Figure 2 
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mTOR inhibition alleviates SFC-induced resistance to nilotinib. A: K562 and 
LAMA-84 cells were seeded at 103 cells/well in 96-well plates. They were treated with 
increasing concentrations of nilotinib in the presence or not of 200 nM RAD-001 and/or 
100 ng/ml SCF alone or in combination as indicated. The number of viable cells was 
evaluated after 3 days of culture on the basis of the ATP content. Results are 
displayed as the percentage of the untreated control value as a function of nilotinib 
concentration. B: K562 and LAMA-84 cells were treated for 24h in the presence or not 
of 200 nM RAD-001Rad-001, 20 nM Nilotinib, 100 ng/ml SCF alone or in combination 
as indicated. Apoptosis was measured by flow cytometry using DiOC6(3) as a probe. 
Drug-induced apoptosis was calculated as described in Material and Methods and 


















mTOR inhibition cooperates with Bcr-Abl inhibition to induce apoptosis in SCF-
treated cell lines. K562 (A, C) and LAMA-84 (B, D) cells were treated with 20 nM 
nilotinib alone or in the presence of 100 ng/ml SCF and/or 200 nM RAD-001 as 
indicated for 24h. Cell lysates were then analyzed by western blot and probed with 
anti-phospho-c-kit, anti-phospho-mTOR and anti-phospho-S6K (A, B) or anti-LC3b 




CML bone marrows 






































































mTOR inhibition cooperates with Bcr-Abl inhibition to induce apoptosis in 
hematopoietic progenitors. Mononuclear cells from 15 CML bone marrows (A, B) 
and 7 Bcr-Abl negative and 2 healthy donors (C, D) were treated for 24h with 20 nM 
nilotinb and/or 200 nM RAD-001 in the presence or not of 100 ng/ml SCF. Cells were 
then labeled with FITC-annexin V, PC5-anti CD34 and APC-anti CD38 and analyzed 
by flow cytometry (A). The percentage of apoptotic cells was measured as annexin V 
binding cells after gating on CD34+/CD38+ (black bars) and CD34+/CD38- (grey 
bars) populations. For Bcr-Abl negative cells (C), the gating was performed on the 
whole CD34+ cells. Charts represent the percentage of drug-specific apoptosis 








































































































PI3K inhibition cooperates with Bcr-Abl inhibition to induce apoptosis in Bcr-Abl-
expressing cells. A: K562 and LAMA-84 cells were treated or not with 20 nM nilotinib in 
the presence or not of 100 ng/ml SCF for 24h and Akt phosphorylation was analyzed by 
Western blot. B, C: K562 and LAMA-84 cells were treated with nilotinib 20 nM in the 
presence or not of 100 ng/ml SCF and 10 µM LY294002 as indicated. Induced apoptosis 
was measured and calculated as described in Figure 1A (B) and mTOR and S6K 
phosphorylation was analyzed by western blot (C). D, E:  Mononuclear cells from 6 CML 
and 3 Bcr-Abl negative bone marrows were treated for 24h with 20 nM nilotinb or 10 µM 
LY294002 in the presence or not of 100 ng/ml SCF. Cells were then labeled and 
analyzed by flow cytometry as described in figure 5. The percentage of apoptotic cells 
was measured as annexin V binding cells after gating on CD34+/CD38+ (black bars) and 
CD34+/CD38- (grey bars) populations (D). For Bcr-Abl negative cells (E), the gating was 
performed on the whole CD34+ cells. 
Cell lines, 
















Survival pathways in CML progenitors and stem cells. In Bcr-Abl expressing cell 
lines and CML progenitors, the binding of SCF to its receptor activates the PI3K 
pathway resulting in mTOR and Akt activation. In the absence of Bcr-Abl activity, the 
inhibition of mTOR is sufficient to induce cell death. In stem cells, survival is less 
dependent on the Bcr-Abl activity and was not affected by the mTOR inhibition. The 










Expression of c-Kit by K562 and LAMA-84.  
K562 (A) and LAMA-84 (B) cells were labeled with FITC-anti-CD117 (shadowed 





Ce travail a eu pour but de comprendre par quel mécanisme le SCF diminuait l’apoptose 
induite par le nilotinib, quelle était la voie de survie activée par c-KIT ? Nos recherches se sont 
concentrées sur les kinases et nous avons observé que la phosphorylation de la kinase mTOR 
et du substrat du complexe mTORC1 : la S6K, étaient inhibés par le nilotinib et restaurés par 
le SCF. L’inhibition de mTORC1 par le RAD-001 permet de restaurer la sensibilité des cellules 
exprimant BCR-ABL1 au nilotinib, en présence de SCF, et ce à la fois sur les lignées et les 
progéniteurs leucémiques. L’inhibition de mTORC1 n’a apporté aucun bénéfice dans les 
cellules leucémiques les plus immatures (cellules souches leucémiques), contrairement à 
l’inhibition de la PI3K qui permet de sensibiliser cette population résistante à l’apoptose 
induite par le nilotinib. 
Pour cette étude, nous avons utilisé des doses de nilotinib qui respectent l’IC50 de BCR-ABL1 
(20nM). In vivo, les concentrations administrées sont environ 100 fois supérieures, et 
permettent l’inhibition d’autres kinases comme c-KIT. Actuellement, le manque d’efficacité des 
ITK pour éliminer la cellule souche leucémique, implique un traitement à vie, pour limiter le 
risque de rechute. Le coût et les effets secondaires associés sont des arguments pour la 
recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques permettant une diminution des doses. Par ce 
travail, nous montrons qu’il est possible de réduire les concentrations de nilotinib, tout en 
conservant  son efficacité pro-apoptotique, si la voie de survie activée par le SCF est également 
inhibée. 
Ces résultats confirment que la réponse aux ITK peut être modulée par des facteurs extérieurs, 
comme le SCF. Des études récentes ont montré que d’autres cytokines pouvaient inhiber 
l’apoptose induite par les ITK, dans des tumeurs solides. En ce qui concerne la LMC, le rôle 
du microenvironnement doit être envisagé. Les cellules leucémiques, au sein des niches 
hématopoïétiques, se trouvent confrontées à la présence de nombreuses cytokines, impliquées 
dans l’hématopoïèse normale, comme le SCF, qui peut être soluble ou présenté par des 
macrophages. 
L’élimination de la cellule souche leucémique (CSL) est l’un des objectifs principaux des 
recherches actuellement menées pour améliorer la prise en charge de la LMC. Il a été démontré 
que les ITK inhibaient l’activité de BCR-ABL1 dans les CSL, mais que cela ne suffisait pas à 
induire l’apoptose. Contrairement aux progéniteurs, plus différenciés, leur survie est maintenue 
par l’activation de voie de signalisation mal identifiées. Dans cette étude, nous démontrons que 
l’inhibition de la PI3K sensibilise les CSL à l’apoptose induite par le nilotinib, indiquant son 
implication dans la résistance des cellules souches aux ITK, puisque son. En agissant à la fois 
sur les progéniteurs leucémiques et les CSL, une stratégie thérapeutique inhibant 
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simultanément deux kinases clés BCR-ABL1 et PI3K, permettrait l’utilisation de 
concentrations réduites de chacun de ces inhibiteurs tout en conservant la spécificité vis à vis 




















PARTIE II :  
THÉRAPIES CIBLÉES ET 
LEUCEMIE AIGUË MYÉLOÏDE. 
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Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) représentent un groupe hétérogène de maladies 
caractérisées par une prolifération maligne de précurseurs hématopoïétiques, avec blocage de 
différenciation aboutissant à une production insuffisante de cellules saines et matures [369]. La 
prise en charge des patients atteints de LAM a peu évolué depuis les dix dernières années et 
reste peu efficace. La survie à long terme est globalement de 20 à 30 % avec des taux de survie 
à 5 ans  de l’ordre de 40 % chez les sujets de moins de 60 ans et de 10 à 15 % chez des sujets 
de plus de 60 ans [413].  
L’incidence des LAM augmente avec l’âge. Actuellement, l’âge médian des patients se situe 
entre 65 et 70 ans et la prise en charge des patients âgés de plus de 60 ans reste un défi. Ils 
tolèrent plus difficilement les traitements d’induction, très lourds et très toxiques [414]. Leurs 
cellules leucémiques expriment plus fréquemment des anomalies cytogénétiques (délétions sur 
le bras long des chromosomes 5 ou 7) associées à un mauvais pronostic [415, 416], et 
possèdent des mécanismes de résistance comme une surexpression de MDR1 [379]. Ces 
données indiquent la nécessité de découvrir de nouvelles voies thérapeutiques qui devront être 
à la fois efficaces et le moins toxiques possible pour induire une apoptose spécifique des 
cellules leucémiques. 
Une meilleure compréhension de la physiopathologie de la cellule leucémique a révélé 
l’importance des protéines à activité kinase et a conduit au développement de thérapies ciblées 
[417]. Si le succès de l’imatinib mesylate, dans la LMC, n’est plus a démontré, les essais de 
monothérapies pour cibler FLT3 ou le VEGF dans les LAM ne se sont pas montrés 
concluants. Les résultats ont été plus encourageants en associant les chimiothérapies ciblées et 
classiques, mais restent insuffisants [418, 419]. De plus l’hétérogénéité de la maladie complique 
l’identification d’une cible thérapeutique prometteuse [420]. L’erlotinib est un inhibiteur du 
récepteur à activité tyrosine kinase EGFR, utilisé dans le traitement des cancers du poumon 
non à petites cellules. Plusieurs études ont démontré qu’il existait un intérêt dans l’utilisation 
d’un anti-EGFR : le géfitinib induit la différenciation de trois lignées leucémiques myéloïdes 
qui n’expriment pas l’EGFR [421], l’Erlotinib induit la différenciation, l’arrêt du cycle cellulaire 
et l’apoptose de cellules myéloblastiques dépourvues d’EGFR et provenant de patients atteints 
de leucémie aiguë myéloïde [422, 423]. Un autre argument est l’histoire d’un patient atteint d’un 
adénocarcinome pulmonaire associé à une leucémie aiguë myéloblastique qui ayant reçu de 
l’Erlotinib pour l’adénocarcinome pulmonaire a obtenu une rémission complète de sa LAM 
[424].  
Parmi les axes de recherche explorés pour améliorer le traitement de la LAM, l’apoptose est 
particulièrement ciblée. L’apoptose ou mort cellulaire programmée est un mécanisme actif, très 
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finement régulé par les protéines de la famille Bcl-2 [114, 425]. Les membres de cette famille 
sont répartis en trois groupes : les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 ou Bcl-XL, les protéines 
pro-apoptotiques effectrices de l’apoptose BAX et BAK et les protéines pro-apoptotiques à 
domaine BH3 seul comme BIM ou BAD. Elles possèdent toutes au moins un des quatre 
domaines d’homologie à Bcl-2 (BH1, BH2, BH3, BH4). Le domaine BH3 permet l’interaction 
et l’inhibition réciproque entre les protéines pro- et anti-apoptotiques. Un excès de protéines 
pro-apoptotiques conduit à l’activation des effecteurs BAX et BAK qui vont former des pores 
au niveau de la membrane externe mitochondriale. La libération consécutive de facteurs pro-
apoptotiques aboutit à l’activation en cascade des caspases et à la mort cellulaire. Des 
dérégulations des protéines de la famille Bcl-2 sont associées à la résistance de nombreux 
cancers, y compris les LAM [426, 427]. L’ABT-737 fait partie des petites molécules synthétisé 
pour inhiber les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. C’est un mimétique du 
domaine BH3 de BAD, capable d’interagir avec Bcl-2, Bcl-XL et Bcl-W pour les inhiber [428]. 
Ce BH3 mimétique s’est révélé capable d’induire par lui-même, l’apoptose dans différents types 
cancéreux, y compris les LAM [268]. L’ABT-263, analogue dérivé de l’ABT-737 est la forme 
bioassimilable orale qui est maintenant utilisée. 
Dans le modèle de la LMC, nous avons observé une coopération entre l’ABT-737 et le BIM 
après sa stabilisation par les ITK, conduisant à une augmentation de l’apoptose dans les lignées 
comme dans les progéniteurs leucémiques, et à une sensibilisation des cellules souches 
leucémiques résistantes aux ITK [412]. Nous avons souhaité savoir si une coopération du 
même ordre pouvait être retrouvée dans les blastes de LAM, en utilisant des ITK dont la 




L’expression de BIM est notamment régulée au niveau post-traductionnel par la voie 
RAS/RAF/MEK/ERK. La phosphorylation de BIM par les kinases ERK1/2 conduit à son 
adressage au protéasome et à sa dégradation. Des dérégulations de la voie MAPK sont 
observées dans de nombreux cancers, et des inhibiteurs spécifiques des kinases MEK1/2 ont 
été développés. 
Dans cette étude, nous avons souhaité étudié les effets de l’association entre un BH3 
mimétique et un inhibiteur des kinases MEK1/2. Nous avons choisi de testé deux molécules 
actuellement en étude clinique de phase I et II : l’ABT-263 et l’AS703026.  
Un article rassemblant les résultats obtenus est en cours de rédaction : 
L’inhibition des kinases MEK1/2 provoque un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 et 
augmente l’apoptose induite par l’ABT-263 dans les cellules de Leucémie Aiguë 
Myéloïde. 
MEK1/2 kinases inhibition induces a G1 cell cycle arrest facilitating ABT-263-induced 
apoptosis in Acute Myeloid Leukemia cells. 
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Acute myeloid leukemia incidence increases with age and treatment outcomes for elderly patients 
remains of poor pronostic. As most of these patients do not tolerate intensive chemotherapy, 
new therapeutic strategies are needed. BCL-2 family proteins are key elements of mitochondrial 
apoptosis, and anti-apoptotic members have been showed to be overexpressed in AML and other 
tumors. To counter that, BCL-2 inhibitors have been developed. In this work, we investigated the 
beneficial association between the BH3 mimetic ABT-263 and the MEK1/2 kinases inhibitor 
AS703026, expected to increase BIM level. A synergistic cooperation to increase apoptosis was 
observed in AML cell lines, progenitors and stem cells. We demonstrated that BIM accumulation 
or MCL-1 down regulation are not sufficient to allow ABT-263 induced apoptosis. Actually, the 
ability of MEK1/2 kinases inhibitor to induce a cell cycle arrest in G1 phase was also required. 
Nevertheless, the cooperation between the two molecules was found able to induce apoptosis in 
leukemic blast and stem cells sparing nomal bone marrow CD34+ cells. Such an association 
between a MAPK pathway inhibitor and a BH3 mimetic could be a good strategy to increase the 
efficiency of AML treatments. 
 
Introduction
Acute Myeloid Leukemia AML is the most 
common type of acute leukemia occurring 
in adults and is characterized by an 
abnormal proliferation of myeloid white 
blood cells precursors without 
differentiation [1]. The incidence of AML 
increases significantly with age. Two-thirds 
of patients are over age 60 and considered 
as elderly group. Induction treatment is an 
intensive chemotherapy that allowed 
complete remission rates varying between 
70 to 80% in patients younger than sixty. 
Most of them relapsed and five years 
survival concerned only 30 to 40% of these 
patients [2]. Prognosis is worst for elderly 
patients partly due to unfavorable 
cytogenetic abnormalities [3] and increasing 
frequency of resistance mechanisms [4]. 
Moreover, aggressive induction treatments 
have been associated with higher morbidity 
[5, 6]. Thus, new therapeutic strategies have 
to be investigated to treat AML patients.  
Targeting anti-apoptotic proteins of the 
BCL-2 family is one of the potential 
therapeutic strategies. BCL-2 family 
proteins are key regulators of apoptosis at 
the mitochondrial level. They contained at 
least one of the four BCL-2 homology 
domains (BH1, BH2, BH3 and BH4) and 
are divided into three groups: the anti-
apoptotic proteins such as BCL-2, BCL-xL 
or MCL-1 interacted with and inhibited the 
two sub-classes of pro-apoptotic proteins: 
the effectors BAX and BAK and the BH3-
only proteins like BIM or BAD [7]. The 
effectors BAX and BAK are activated when 
the pro-/anti-apoptotic members ratio is in 
favor of cell death, and were responsible for 
mitochondrial outer membrane 
permeabilization (MOMP) followed by 
caspases activation [8]. An elevated 
expression of BCL-2, MCL-1 or BCL-xL in 
AML has already been reported and has 
been associated with poor prognosis [9-11]. 
Anti-apoptotic proteins of the BCL-2 
family are frequently associated with 
treatment resistance and thus attractive for 
the development of anti-cancer agents [12, 
13]. ABT-737 is a synthetic peptide 
designed by Abbott to mimic the BH3 
domain of BAD and consequently an 
effective inhibitor of BCL-2 and BCL-xL. 
ABT-737 showed cytotoxic effect by 
himself in several tumors, including AML. 
We and other have already demonstrated 
that ABT-737 cooperates with BIM 
stabilization by tyrosine kinase inhibitors, to 
increase apoptosis in chronic myeloid 
leukemia cells [14, 15].  
BIM expression is highly regulated by post-
transcriptional regulations. Erk1/2 kinases 
mediated BIM phosphorylation on serine 
69 and induced its degradation by 
proteasome [16]. Erk1/2 kinases belong to 
the mitogen activated protein kinases 
(MAPK) pathway and are downstream 
effector of MEK1/2. An overactivation of 
the RAS/RAF/MEK/ERK pathway has 
been observed in many tumors, leading to 
the development of specific inhibitors. 
Several studies have reported that MEK 
inhibitors can induce apoptosis through 
BIM accumulation [17, 18]. Recently, 
Konopleva et al. have demonstrated that a 
MEK inhibitor cooperates with BH3 
mimetics in AML cells through MCL-1 
inhibition [19] .  
Orally bioavailable inhibitors of MEK1/2 
on one side and BH3 mimetics on the other 
are now under clinical tries and we assayed 
to investigate two of these molecules, 
AS703026 and ABT-263, to induce 
apoptosis of AML cell lines and primary 




Material and Methods 
Cell lines: 
HL60, THP1 and U937 cell lines were 
cultured in RPMI 1640 supplemented with 
10% v/v fetal calf serum (FCS), 1 mM 
glutamine, 25 mM Hepes, 100 units/ml 
penicillin, 50 µg/ml streptomycin in a 
humidified atmosphere containing 5% v/v 
CO2 at 37°C. Exponentially growing cells 
were used in all experiments. 
Down-regulation of BIM expression was 
achieved through lentiviral expression of 
siRNAs. THP-1 cells were transduced with 
lentiviral vectors (C-shRNA and BIM-
shRNA) at a multiplicity of infection of 2 in 
RPMI 10% FCS medium with 8µg/mL 
protamine sulfate (Sigma, St Louis, MI). 
Transduction efficiency was checked by 
testing for EGFP expression by flow 
cytometry. After one week of culturing, the 
GFP-expressing cells were sorted by flow 
cytometry using an Elite-EPICS cell sorter 
(Beckman-Coulter). At the time of the 
experiments, more than 95% of the cells 
were fluorescent [20]. 
Bone marrow samples: 
Bone marrow samples were obtained from 
patients with myeloproliferative disorders 
that were received in the laboratory for 
acute myeloid leukemia diagnosis, after 
informed consent was obtained. Moreover, 
normal bone marrow samples were taken 
from non-hematological patients after 
informed consent. Mononuclear cells 
(MNC) were separated by Ficoll 
sedimentation (PAN Biotech GmbH, 
Germany), washed and resuspended in 
culture medium in the presence of the 
drugs. 
Reagents 
ABT-263 (Navitoclax®, Abbott) and 
AS703026 (Merck Serono) were purchased 
to Selleck Chemicals LLC(Houston, TX, 
USA). ABT-263 was used at 200 nM on cell 
line and 20nM on CMN. AS703026, 
notated MEKi in the text, was used at 1µM. 
Stem α4B (Stem Cell Technology) is a 
cocktail of cytokines, containing IL-3, IL-6, 
GM-CSF, EPO, TPO and SCF was used at 
100µL/1ml. 
Apoptosis in cell lines 
Apoptosis was detected by using DiOC6(3) 
(100 ng/ml) as a probe for mitochondrial 
membrane potential (MMP) as previously 
described [21]. Samples were analyzed with 
an Epics XL cytometer (Beckman–Coulter, 
Villepinte, France). 
For apoptosis evaluation in relation with 
the phase of the cell cycle, the cells were 
fixed with 4% formaldehyde for 10min at 
room temperature, permeabilized with 0.1% 
Triton X100 for 10 min at 37°C and post 
fixed in 50% methanol at 4°C for 10 min. 
The cells were then washed and rehydrated 
with 3% bovine serum albumin in PBS. The 
cells were labeled with a primary rabbit anti-
cleaved caspase 3 monoclonal antibody 
(Cell Signalling) and a secondary anti rabbit 
IgG antibody coupled with Alexa Fluor  
647 (Molecular Probes, Invitrogen). The 
cells were then stained for DNA content 
using Violet Vibrant DyeCycle (Molecular 
Probes, Invitrogen). Analysis was 
performed using a Navios cytometer 
(Beckman Coulter) with red and violet 
excitations. Cleaved caspase 3 was 
measured at 660 nm and DNA content at 
450 nm. 
Apoptosis in primary bone marrow cells 
After 24h incubation with the indicated 
drugs, mononuclear cells, from AML 
patient bone marrows or normal bone 
marrows were labeled with anti CD34-APC, 
anti CD38-PC5, CD123-PE and Annexin 
V-FITC. Samples were analyzed by 
multivariate flow cytometry (Navios, 
Beckman Coulter). Percentages of annexin 
V-positive cells were quantified on the 
gated CD34+/CD38+ or CD34+/CD38- 
or CD34+/CD38-/CD123++  
populations, and considered as apoptotic. 
Cell proliferation 
Cells were seeded at 25000 cells/well in a 
96-well plate and cultured for 3 days with 
increasing concentrations of MEKi, ABT-
263 or the combination. Viable cells were 
evaluated on the basis of their ATP 
content. The CellTiter-Glo® luminescent 
viability assay (Promega) was used 
according to the supplier’s instructions. The 
bioluminescence was read using a Wallac 
1420 Victor luminometer. 
Western Blot  
After SDS-PAGE electrophoresis, proteins 
were transferred onto a PVDF membrane 
(Biorad, Marnes-la-Coquette, France). 
Membranes were saturated with 5% (w/v) 
fat-free dry milk or 5% (w/v) bovine 
albumin in Tris-buffered saline containing 
0.1% (v/v) Tween 20 (Sigma). Membranes 
were then probed with primary antibodies: 
mouse monoclonal for BCL-2 (Sigma), 
BCL-xL (Santa Cruz Biotech.), and MCL-1 
(BioLegend), rabbit monoclonal for caspase 
3, cleaved caspase 3, phospho-p44/42 
MAPK (Erk1/2) (Thr202/204), and PUMA 
(Cell Signaling Technology, Inc, Danvers) 
and rabbit polyclonal for: BAX (Santa 
Cruz), BIM and Tubulin (Sigma). All 
antibodies were used at a 1/1000 dilution. 
After secondary antibody labeling, 
peroxidase activity was revealed using the 
Western Lightning Plus-ECL kit (Perkin 
Elmer, Courtaboeuf, France) and band 
intensity was quantified using a Kodak 
Imager. 
Statistical analysis 
All experiments performed on cell lines 
were carried out in triplicate and results 
expressed as the mean ± standard deviation 
(SD). The paired Student’s t-test was used 
to analyze the data. Considering the wide 
range of spontaneous apoptosis occurring 
during the culture of patient samples, drug-
induced apoptosis was calculated as the 
percentage of drug-specific apoptosis: 
(apoptosis in treated sample - apoptosis in 
control) x 100 divided by (100 - apoptosis 
in control). Experiments performed on 
patient samples were analyzed for 
significance using either the Mann and 
Whitney or the Wilcoxon test for paired 
samples. 
The combination index (CI) was 
determined by the method of Chou-
Talalay[22] using the Calcusyn software 
(Biosoft, Cambridge, UK). The results were 
expressed as the combination index (CI) 
value at the effective dose inducing 50, 75 
or 90% apoptosis (ED50, ED75 and ED90) 
for AML cell lines. A CI of less than 1 is 
considered as synergistic, a CI of 1 is 




Three cell lines were used in this study as in 
vitro models of AML cells to experiment the 
combination of ABT-263 and MEKi. Both 
ABT-263 and MEKi inhibited proliferation 
in a dose dependent mode (Figure 1, left 
column). However, MEKi alone was unable 
to induce apoptosis conversely to ABT-263 
(Figure 1, right column). When both drugs 
were used in combination, a synergistic 
effect was found to inhibit cell proliferation 
and to induce apoptosis following the 
Chou-Talalay method. The effect was 
however moderate for U-937 cells as 
compared to other two cell lines.  
The heterogeneity in the drug combination 
response observed in the three different cell 
lines could be due to disparities in the level 
of expression of the BCL-2 family 
members. Actually, the constitutive pro-
/anti-apoptotic balance of the BCL-2 family 
proteins was very different in the three cell 
lines, with high BCL-xL and PUMA 
expression in HL-60 and U-937 (Figure 2), 
while similar levels of BCL-2 and BAX 
were displayed in the three cell lines . The 
poor synergy observed for U-937 could be 
due to the high level of MCL-1 which was 
observed in this cell line (Figure 2) as ABT-
263 was known to be unable to bind MCL-
1. However, the apoptosis induced by ABT-
263 alone was not weaker than that 
observed in HL-60 or THP-1.  Addition of 
the MEKi resulted in a de-phosphorylation 
of the Erk1/2 kinases which was 
accompanied by an increase in the BIM 
protein content. This BIM protein 
accumulation was insufficient to induce the 
cleavage/activation of caspase 3 by itself 
(Figure 2), but seemed to increase the rate 
of caspase 3 cleavage when the cells were 
treated by ABT-263 in HL-60 and THP-1 
but not in U-937 cells.  
To investigate the role of BIM 
accumulation in the synergy observed 
between the two drugs on THP-1, we 
developed a BIM deficient THP-1 cell line 
by using RNA interference (Figure 3A). 
Although responding to treatment to a 
lesser extent (about 50%) than the wt THP-
1, the BIM-ko cells were able to show a 
synergistic response to ABT-263 and MEKi 
co-treatment (Figure 3B). The response 
remained significantly higher than the 
addition of each drug separate effects 
(p=0.001). Thus, if BIM protein 
accumulation participated in part to the 
synergistic apoptotic response to the drug 
combination in THP-1 cells, it was not 
sufficient to explain this response. 
Whatever the mechanism, the pro-
apoptotic effect of the drug combination 
was found to be higher than the addition of 
the separate effects of both drugs for HL-
60 (p=0.0001) and THP-1 (p=0.0003) but 
not for U-937 (Figure 4A). MEKi induced a 
block in G1 phase of the cell cycle, while 
ABT-263 induced apoptosis through 
caspase 3 cleavage during G1 phase (Figure 
S1). When both molecules were used in 
combination, the ABT-263-induced 
apoptosis was conditioned to the block in 
G1 (Figure 4B). Such MEKi-induced G1 
block was not observed in the U-937 cell 
line (Figure 4B and Figure S1). 
 We then verified the effect of these drugs 
on primary normal (n=6) and leukemic 
(n=9) bone marrow mononuclear cells. 
Bone marrow mononuclear cells were 
labelled with anti-CD34, anti-CD38 and 
anti-CD123 (Figure S2) and analyzed by 
flow cytometry for their ability to bind 
annexin V after treatment with either 20 
nM ABT-263, 1 µM MEKi or both in 
combination (Figure 5). As expected, the 
AML samples contained high amount of 
CD34 expressing cells (leukemic blast cells) 
as compared to normal bone marrow 
mononuclear cells (Figure 5A). Amongst 
these CD34+ cells, the rate of CD38 
negative cells did not differed between 
normal and leukemic samples but leukemic 
CD34+/38- cells were enriched in 123++ 
cells (Figure 5A, p= 0.012) as previously 
described for the so-called leukemic stem 
cells [23]. The MEKi alone was found 
without pro-apoptotic effect on any of the 
analyzed populations (Figure 5B). ABT-263 
at these low concentrations was able to 
induce a weak rate of apoptosis in CD34+ 
cells but not in the CD34+/38-/123++ 
population. The combination of MEKi with 
ABT-263 induced a significant apoptosis in 
all the subpopulations of AML CD34 
expressing cells (p= 0.001 for blasts and p= 
0.045 for CD34+/38-/123++ leukemic 
stem cells) (Figure 5B). Moreover, the rate 
of apoptosis induced by the drug 
combination was greater than the addition 
of the separate effects meaning a synergistic 
effect (p=0.002 for CD38+, p=0.005 for 
CD38- and p=0.047 for CD38-/123++). In 
the same conditions, no significant 
apoptosis was induced in the CD34 




In this study, we investigated the effect of 
the association between the BH3 mimetic 
ABT-263 and the MEK1/2 inhibitor 
AS703026 on AML cells. Both molecules 
are now under clinical trials as 
monotherapy, in phase II for ABT-263 [24] 
and in phase I for AS703026 (Study 
NCT00957580).  
A synergistic increase in apoptosis was 
observed in vitro for HL-60 and THP-1 cell 
lines but not for U-937. This heterogeneity 
in response rates could be partly explained 
by differential expression of the BCL-2 
family members but also by the MEKi 
ability to block the cell cycle in G1 phase. 
We also studied this molecule combination 
on primary mononuclear cells from AML 
patients and observed a significant increase 
in apoptosis on progenitor and stem cell 
populations. 
We previously observed a synergistic 
cooperation between a BH3 mimetic and 
BIM stabilization by TKI in CML cells [14]. 
BIM expression is regulated by post-
translational modifications, including 
phosphorylation by the ERK1/2 kinases, 
resulting in proteasome degradation [16]. 
We thus wondered if an ERK1/2 inhibition 
could promote the ABT-263 induced 
apoptosis on AML cells. As expected, the 
MEK1/2 kinases inhibition resulted in a 
strong decrease on ERK1/2 
phosphorylation associated with a BIM 
accumulation. However, this BIM 
accumulation did not result in caspase 3 
cleavage by itself. When MEK1/2 inhibitor 
was associated with a BH3 mimetic, BIM 
accumulation was linked to apoptosis in 
only two of the three cell lines. Moreover, 
RNA interference experiments showed that 
BIM accumulation was dispensable for 
MEKi/ABT-263 cooperation, implying 
other mechanisms implication. Recently, 
Konopleva et al. [19] have reported that 
MEK1/2 kinases inhibition cooperates with 
ABT-737 to increase apoptosis in the OCI-
AML3 cell line, through MCL-1 decrease 
and enhanced binding of BIM to MCL-1. 
In our work, we observed a MEKi-induced 
MCL-1 decrease in U-937 only and this cell 
line did not respond synergistically to the 
combination of MEKi and ABT, conversely 
to HL-60 were no decrease in MCL-1 was 
evidenced and THP-1 which was found 
deficient for MCL-1 (see Figure 2). The 
discrepancy between our work and the 
previous study [19] can be explained by the 
different MEK1/2 inhibitors used or by the 
different types of cell lines and suggests that 
other mechanisms than the pro- anti-
apoptotic balance in the BCL-2 family 
members are implicated in this synergism.  
One of these mechanisms is illustrated by 
the effect of the drugs on cell cycle on the 
one part and on apoptosis on the other one. 
We observed that ABT-263 induced 
apoptosis during the G1 phase without 
affecting the cell cycle distribution while the 
MEK1/2 inhibitor promoted a cell cycle 
arrest in G1 phase without inducing a 
significant apoptosis. Erk1/2 kinases 
involvement in G1/S transition has already 
been demonstrated [25] and our results 
confirmed previous data showing that 
MEK1/2 inhibition resulted in cell cycle 
arrest [26]. When both drugs were used in 
combination, the apoptosis induction in G1 
was greatly increased in HL-60 and THP-1 
cells. The U-937 cell line which seems to be 
resistant to the MEKi effect on the cell 
cycle progression was also found unable to 
exhibit a synergistic induction of apoptosis 
by these two drugs. These results underline 
the importance of the cell cycle phase, 
besides the BCL-2 family members’ status, 
for the efficiency of apoptosis induction by 
ABT-263.  
Nevertheless, the combination of MEK1/2 
inhibition with very low concentrations of 
ABT-263 (20 nM) effectively induced 
apoptosis in both leukemic blast 
(CD34+38+) and stem cells (CD34+38-
123++). These results confirmed previously 
described results [19] obtained with ABT-
737 and PD0325901 or CI1040. 
Interestingly, the combination of AS703026 
and ABT-263 described here was found 
without significant effect on normal bone 
marrow CD34+ cells and could thus be an 
interesting therapeutic approach to target 
leukemic cells sparing normal bone marrow 
progenitor cells.  
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Inhibition of MEK cooperates with ABT-263 to inhibit cell proliferation and to 
induce apoptosis of AML cell lines. HL-60, THP-1 or U-937 cells were incubated 
with increasing concentrations of ABT-263, MEKi or both in combination in a constant 
ratio (Mix). The amount of viable cells was measured through their ATP content by 
chemoluminescence after a 72 h culture (left column). The percentage of apoptotic 
cells was determined by flow cytometry with a MMP probe after 24h incubation (right 
column). The combination indexes were calculated at ED 50, 50 and 90 using the 
Calcusyn software. 
ED 50 75 90 
CI 0.120 0.101 0.089 
ED 50 75 90 
CI 0.005 0.002 0.001 
ED 50 75 90 
CI 0.200 0.171 0.152 
ED 50 75 90 
CI 0.003 0.001 0.001 
ED 50 75 90 
CI 0.030 0.022 0.017 
ED 50 75 90 

























Expression of the proteins of the Bcl-2 family during ABT-263 and MEKi 
treatment. HL-60, THP-1 or U-937 cells were analyzed by western blot for 
expression of the Bcl-2 family proteins. The three cell lines were treated for 24h with 1 
µM MEKi, 200 nM ABT-263 or both in combination (Mix) and analyzed for Erk ½ 
phosphorylation, BIM, Bcl-2, BAX, Bcl-XL, Mcl-1 and PUMA expression and Caspase 
3 cleavage by western blot. 
Figure 3 
































BIM accumulation does not participate in the cooperation between ABT-263 and 
MEKi to induce apoptosis in THP-1.A: THP-1 cells or THP-1 cells depleted for BIM 
by RNA interference were treated with 1 µM MEKi, 200 nM ABT-263 or both in 
combination (Mix) for 24h  and analyzed for BIM expression (A) or for apoptosis 




























ABT-263-induced apoptosis is dependant of the block in G1 phase of the cell 
cycle. A: HL-60, THP-1 or U-937 cells were treated for 24h with 1 µM MEKi (black bars), 
200 nM ABT-263 (light grey bars) or both in combination (MIX, grey bars). Apoptosis was 
then measured by flow cytometry as in Figure 1. Mean +/- SD of seven experiments is 
shown. The calculated additive effect of both drugs is also shown (white bars) and 
compared to measured MIX effect using the Student paired t test. B,C,D,E :THP-1 (B, C) 
and U-937 (D, E) cells were non treated (B, D) or treated with 1 µM MEKi and 200 nM 
ABT-263 (C, E) for 24 h. The cells were then fixed, permeabilized and stained with an 
anti-cleaved caspase 3 antibody (Y axis) and Vibrant Violet Cycle probe (X axis). The 
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Inhibition of MEK cooperates with ABT-263 to to induce apoptosis of leukemic 
stem cells.Mononuclear cell from AML or normal control bone marrows were labelled 
with APC-CD34, PC5-CD38, PE-CD123 and FITC-annexinV. A: The percentage of 
CD34+ cells, CD38- cells in the CD34+ population and CD123++ cells in the 
CD34+/CD38- population was plotted for Normal control and AML samples +/-SD. P 
indicates the significance using the Mann and Whitney test. The percentage of annexin-V 
positive cells were considered as apoptotic and evaluated in CD34+/C38+ , CD34+/38-  
and CD34+/38-/123++ population. B: induced apoptosis was evaluated in 9 AML 
samples as indicated in each of the three populations after treatment with MEKi (black 
bars), ABT-263 (white bars) or both in combination (grey bars). C: induced apoptosis 






















































Supplementary Figure 1 
MEKi blocks the cell proliferation in G1 and ABT-263 induces apoptosis in G1. 
THP-1 (left column) or U-937 (rifht column) cells were non treated (upper histograms, 
Ctrl) treated with 1 µM MEKi (middle histograms) or 200 nM ABT-263 (lower 
histograms). They were then fixed, permeabilized and stained with an anti-cleaved 
caspase 3 antibody (Y axis) and Vibrant Violet Cycle probe (X axis). The cells were the 
analyzed by flow cytometry.  













Flow cytometry gating for analysis of  CD34 cells of normal (left) and AML (right) bone marrow 
mononuclear cells. 
Supplementary Figure 2 
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Le but de ce travail était de savoir s’il pouvait exister une coopération synergique entre un BH3 
mimétique et une stabilisation de BIM pour l’augmenter l’apoptose dans les cellules de 
leucémie aiguë myéloïde, comme nous l’avions observé dans le modèle de la LMC. 
Pour répondre à cette question, nous avons associé l’ABT-263 à un inhibiteur des kinases 
MEK1/2. Une accumulation de BIM, en réponse à l’inhibition des ERK1/2 a été observée 
dans les trois lignées testées. Cependant, une coopération synergique entre l’ABT-263 et le 
MEKi n’a été observée que pour 2 des 3 lignées testées (HL60 et THP1). Cette disparité de 
réponse ne peut être que partiellement expliquée par des différences d’expression des protéines 
de la famille Bcl-2. 
Nous nous sommes intéressé au cycle cellulaire et avons observé que l’ABT-263 induisait 
l’apoptose pendant la phase G1 du cycle, alors que le MEKi favorisait un blocage en G1 dans 
les lignées HL60 et THP1. Dans la lignée U937, le MEKi ne modifie pas le cycle, ce qui 
explique probablement l’absence de synergie. Ces résultats nous montrent que l’expression des 
protéines de la famille BCL-2 n’est pas le seul outil prédictif de la réponse à l’ABT-263. L’effet 
des molécules associées, sur le cycle cellulaire, doit également être pris en compte. 
Pour poursuivre ce travail, il serait intéressant d’étudier l’effet de l’inhibiteur des MEK1/2 et 
de l’ABT-263, seuls ou en association, sur l’expression de protéines impliquées dans la 
régulation du cycle cellulaire, comme p27 ou p21. Il parait également pertinent de s’attacher à 
comprendre les mécanismes mis en œuvre pour bloquer le cycle en G1, sous l’influence du 
MEKi et d’identifier ce qui empêche ce blocage dans la lignée U937. 
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II. ASSOCIATION ERLOTINIB / ABT-263 
Objectifs 
Dans les cancers du poumon non à petites cellules, l’inhibition de l’EGFR induit une apoptose 
dépendante de l’accumulation de BIM et son effet cytotoxique est augmenté en présence 
d’ABT-737. Au cours de cette étude, nous avons souhaité étudier les effets de l’association 
entre l’ABT-263 (Navitoclax® – forme orale de l’ABT-737) et l’erlotinib. Le but étant 
d’identifier une nouvelle stratégie thérapeutique permettant l’utilisation de faibles doses de 
molécules pour conserver un effet ciblé sur les cellules leucémiques. 
Résultats 
1. Effets de l’erlotinib et de l’ABT-263 sur les lignées de LAM. 
Dans un premier temps, nous avons étudié les effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques de 
l’erlotinib et de l’ABT-263 sur cinq lignées cellulaires de leucémie aigüe myéloïde : HL60, 
THP1, U937, MOLM-13 et MV-4. Les cellules ont été traitées pendant 24h (apoptose) ou 72h 
(prolifération) par des doses croissantes d’erlotinib ou d’ABT-263. L’apoptose a été analysée 
après marquage au DiOC6(3)par cytométrie en flux. L’effet sur la prolifération a été analysé en 
utilisant un système de détection de l’ATP, dont la quantité est proportionnelle au nombre de 
cellules vivantes. L’erlotinib affecte peu la prolifération et n’induit pas l’apoptose dans les 
lignées HL60, THP1 et U937. Les effets observés sont plus importants dans les lignées 
MOLM-13 et MV-4, deux lignées présentant la mutation FLT3-ITD (Figures 1A et 1C). 
L’ABT-263 diminue la prolifération et induit une apoptose de façon dose dépendante dans les 
cinq lignées testées (Figure 1B et 1C), la lignée U937 paraissant partiellement résistante. 
2. Effets de l’association erlotinib/ABT-263 sur l’induction de l’apoptose 
Afin de savoir s’il existe une coopération entre l’erlotinib et l’ABT-263, nous avons étudié 
l’effet d’un co-traitement sur l’induction de l’apoptose. Les cinq lignées de LAM ont été 
traitées par de l’erlotinib (5µM), de l’ABT-263 (200nM) ou par les deux molécules. Après 24h 
d’incubation, l’erlotinib n’induit pas ou peu d’apoptose, comme nous l’avions observé 
précédemment, mais il coopère en synergie avec l’ABT-263 pour induire l’apoptose (Figure 
2A). 
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Il est admis, et nous l’avons vérifié pour les cinq lignées que les cellules hématopoïétiques 
n’expriment pas l’EGFR (Figure 2B). Pour nous assurer que la coopération observée entre 
l’erlotinib et l’ABT-263 n’était pas une caractéristique commune à tous les ITK à forte dose 
(5µM d’erlotinib), l’effet des associations de l’ABT-263 avec des ITK dirigés contre une cible 
non exprimée par les lignées de LAM a été testé. Les cellules ont été traitées par de l’imatinib 
ou du dasatinib, inhibiteurs de BCR-ABL1, à doses largement supérieures à celles utilisées pour 
traiter des cellules de LMC : respectivement 5µM et 100nM. Aucune synergie n’a été observée 
dans les lignées testées (Figure 2C, D). 
3. Etude des mécanismes mis en jeu dans la coopération erlotinib/ABT-263 
Nous nous sommes ensuite intéressés aux mécanismes moléculaires pouvant expliquer une 
telle synergie entre l’ABT-263 et l’erlotinib. Pour cela, l’expression de différents acteurs de 
l’apoptose a été analysée par Western Blot. Nous avons observé  que la synergie mise en 
évidence par cytométrie en flux était corrélée à une augmentation de l’activation de la caspase 
3. Aucune modification d’expression des protéines pro-apoptotiques BIM ou BAX, ou des 
protéines anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-xL n’a été observée en relation avec la réponse 
synergique (Figure 3A). Les protéines de la famille BCL-2 ne semblent donc pas être 
impliquées à l’association erlotinib/ABT-263. Pour confirmer ce résultat, l’effet de l’association 
erlotinib/ABT-263 a été testé sur la lignée THP1 Sh BIM. L’absence de BIM diminue la 
sensibilité des cellules à l’apoptose induite par l’ABT-263 mais l’effet synergique est maintenu 
(p=0,005) (Figure 3B). Ces résultats confirment que les protéines de la famille Bcl-2 ne sont 
pas impliquées dans la coopération entre l’erlotinib et l’ABT-263 et indiquent que d’autres 
mécanismes entrent en jeu. L’erlotinib étant un inhibiteur de tyrosine kinase, il nous a semblé 
pertinent d’étudier l’état de phosphorylation (et donc d’activité) de certains kinases impliquées 
dans voies de survie et de prolifération. La phosphorylation des kinases ERK, AKT et S6K a 
été analysée par Western Blot, après traitement ou non par l’erlotinib. Aucune modification de 
phosphorylation n’a été observée dans les trois lignées testées (Figure 3C). 
4. Effet de l’erlotinib et de l’ABT-263 sur la clonogénicité. 
Pour étudier l’effet de l’association erlotinib/ABT-263 sur la clonogénicité, les lignées de LAM 
ont été ensemencées, en présence des différentes molécules, dans un milieu semi-solide. Parmi 
les cinq lignées de LAM utilisées, seules les lignées HL60, U937 et MOLM sont capables de 
former des colonies en collagène. Après 12 jours de culture, nous avons observé un nombre 
réduit de colonies en présence d’erlotinib ou d’ABT-263 utilisés séparément. Les deux 
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molécules coopèrent également pour bloquer la formation de clones (Figure 4), en dépit de la 
présence de cytokines. 
5. Effet de l’erlotinib et de l’ABT-263 sur les progéniteurs hématopoïétiques 
Le bénéfice de l’association Erlotinib/ABT-263 a ensuite été étudié sur des moelles de patients 
atteints de LAM, prélevées au diagnostic de la maladie. Les cellules mononuclées ont été 
traitées 24h en présence des différentes molécules. La réponse apoptotique a été détectée après 
marquage à l’Annexine V analyse par cytométrie en flux, ciblée sur les populations CD34+, 
CD34+CD38- et CD34+CD38-CD123++. Les résultats obtenus sur huit moelles de patients 
montrent que l’ABT-263 seul induit une réponse apoptotique, même à très faible dose (20nM). 
L’erlotinib a très peu d’effet mais coopère avec l’ABT-263 pour augmenter l’apoptose induite 
par l’ABT-263 dans les trois populations étudiées (p=0,04 pour les CD34+, p=0,008 pour les 
CD34+/CD38- et p=0,015 pour les CD34+/CD38-/CD123++ Figure 5A). L’effet induit par 
l’association erlotinib/ABT-263 est plus important que la somme des effets des deux drogues 
utilisées séparément (barres rayées), signifiant une coopération de type synergique (p=0,0156 
pour les trois populations).  
Afin d’évaluer l’éventuelle cytotoxicité des molécules utilisées, nous avons testé l’effet de 
l’erlotinib et de l’ABT-263 sur les progéniteurs hématopoïétiques de moelles normales 
















































































































Effets de l’erlotinib et de l’ABT-263 sur les lignées de LAM. Les lignées HL60, THP1, 
U937, MOLM-13 et MV-4 ont été traitées par des doses croissantes d’erlotinib ou d’ABT-263. 
A, B : La quantité de cellules viables a été mesurée par chimioluminescence après 72h 
d’incubation à 37㼻C, en utilisant un kit détectant la quantité d’ATP (Cell Titer Glo, Promega). 
C, D : Le pourcentage de cellules apoptotiques a été déterminé après 24h d’incubation à 
37㼻C par cytométrie en flux, après marquage du potentiel de membrane mitochondriale 





























































































Effets de l’association erlotinib/ABT-263 sur l’induction de l’apoptose. A: Les cellules 
HL60, THP1, U937, MOLM-13 et MV-4 ont été traitées pendant 24h avec 5µM d’erlotinib 
(barres noires), 200nM d’ABT-263 (barres blanches) ou avec les deux molécules (barres 
grises). L’apoptose a été détectée par cytométrie en flux comme pour la figure 1. B : Les 
cellules HL60, THP1, U937, MOLM-13 et MV-4 ont été analysées par western blot pour 
étudier l’expression de l’EGFR et de la tubuline. La lignée U87 a été utilisée comme un 
témoin positif d’expression de l’EGFR. C, D : Les lignées HL60, THP1 et U937 ont été 
traitées pendant 24h avec 5µM d’imatinib (C) ou 100nM de dasatinib (D) (barres noires), 
200nM d’ABT-263 (barres blanches) ou par l’association imatinib/ABT (barres grises – figure 
C) ou dasatinib/ABT (barres grises – figure D). Les graphiques montrent les moyennes et les 














































Approche des mécanismes mis en jeu dans la coopération erlotinib/ABT-263. A : Les 
lignées HL60, THP1 et U937 ont été traitées par 5µM d’erlotinib, 200nM d’ABT-263 ou par 
les deux molécules et analysées par western blot pour étudier l’expression de Bcl-2, Bcl-xL, 
BIM, BAX, la caspase 3 clivée et de la tubuline. B : Les cellules THP1 et THP1 Sh BIM ont 
été analysées par Western Blot pour l’expression de BIM et de la tubuline. Les cellules THP1 
et THP1 Sh BIM ont été traitées pendant 24h par 5µM d’erlotinib (barres noires), 200nM 
d’ABT-263 (barres blanches) ou par les deux molécules (barres grises). L’apoptose a été 
détectée par cytométrie en flux. Le graphique montre les moyennes et les écart-types de 
trois expériences. C : Les lignées HL60, THP1 et U937 ont été traitées par 5µM d’erlotinib, 
200nM d’ABT-263 ou par les deux molécules et analysées par western blot pour étudier 























Effet de l’erlotinib et de l’ABT-263 sur la culture de colonies. Les lignées HL60, U937 et 
MOLM-13 ont été ensemencées à 100 cellules/puits, dans un milieu semi-solide contenant 
du collagène et un cocktail de cytokines. Les cellules ont été traitées par 5µM d’erlotinib, 
200nM d’ABT-263 ou par les deux molécules. Après 12 jours de cultures, les colonies ont été 
colorées en utilisant le MTT qui forme un précipité violet en présence d’ATP. Le graphique 

































































Effet de l’erlotinib et de l’ABT-263 sur les progéniteurs hématopoïétiques. Les cellules 
mononucléées issues de moelles de patients atteints de LAM ou de moelles de patients ne 
présentant pas de désordre hématologique et considérés comme normaux, ont été traitées 
par 5µM d’erlotinib (noir), 20nM d’ABT-263 (blanc) ou par les deux molécules (gris), en 
présence d’un cocktail de cytokines. Après 24h d’incubation, les cellules ont été marquées 
par un anti-CD34-APC, un anti-CD38-PC5, un anti-CD123-PE et par de l’Annexine V-FITC. 
Les cellules annexine V positives sont considérées comme apoptotiques. A : l’apoptose 
induite a été mesurée sur 8 moelles de LAM et ciblée sur les populations CD34+/CD38+, 
CD34+/CD38- et CD34+/CD38-/CD123+. Les barres rayées correspondent à l’effet additif 




Au cours de cette étude, nous avons observé qu’il existait une coopération de type synergique 
entre l’erlotinib et l’ABT-263 dans les cellules de LAM. En dépit de l’absence d’expression de 
l’EGFR, l’effet induit par l’erlotinib semble bien être spécifique. Les recherches menées pour 
tenter d’identifier les modifications moléculaires à l’origine de la synergie ont démontré que ni 
les protéines de la famille BCL-2 ni les voies PI3K/AKT/mTOR et MEK/ERK n’étaient 
impliquées. Bien que le rôle de l’erlotinib n’ait pas été identifié, nous avons poursuivi notre 
étude et observé que l’association erlotinib/ABT-263 diminuait la colongénicité. Le bénéfice 
sur l’induction de l’apoptose, observé dans les lignées cellulaires, a été retrouvé dans les blastes 
et les cellules souches leucémiques, alors qu’une très faible toxicité a été observée dans les 
progéniteurs hématopoïétiques normaux. 
Depuis la publication de l’histoire de ce patient atteint de LAM et d’un cancer du poumon non 
à petites cellules, et qui après avoir reçu un traitement par erlotinib pour le cancer du poumon, 
a obtenu une rémission complète de la LAM [424], plusieurs équipes ont tenté de comprendre 
l’effet hors cible de l’erlotinib sur les cellules de LAM.  L’équipe de G. Kromer a démontré que 
l’erlotinib diminuait l’activité des SRC kinases [429]. Une autre équipe a mené une étude du 
phosphoprotéome pour déterminer les cibles de l’erlotinib et du géfitinib dans les cellules de 
LAM. Les SRC kinases et la kinase Btk ont été identifiées comme étant des cibles de l’erlotinib 
et du géfitinib [430]. Dans notre étude, le dasatinib qui est inhibiteur de BCR-ABL1 mais 
également des SRC kinases, ne coopère pas avec l’ABT-263. Il semble donc que la capacité de 
l’erlotinib à inhiber les SRC kinases n’intervienne pas dans la synergie constatée avec l’ABT-
263 aux doses efficaces que nous avons utilisées. 
Dans une étude précédente, nous avons démontré que l’ABT-263 coopérait avec le BIM 
stabilisé par les ITK pour augmenter l’apoptose dans les cellules de LMC [412]. BIM est 
également impliqué dans l’apoptose induite par les inhibiteurs de l’EGFR dans les cellules de 
cancer du poumon [431]. Dans les cellules de LAM, l’erlotinib ne provoque pas de façon 
constance l’accumulation de BIM et ne modifie l’expression d’aucune des protéines de la 
famille BCL-2 testées. La synergie observée entre l’erlotinib et l’ABT-263 n’est d’ailleurs pas 
altérée par l’absence de BIM. Ces résultats indiquent l’effet hors cible de l’erlotinib ne passe pas 
par une modification des protéines de la famille BCL-2. 
L’erlotinib est un inhibiteur de tyrosine kinase, synthétisé pour inhiber spécifiquement l’EGFR. 
Dans des cellules pancréatiques, il a été montré que l’erlotinib induisant une diminution de la 
phosphorylation d’AKT et d’ERK sans modifier celle de l’EGFR. Dans ce cas, l’effet de 
201 
l’erlotinib passait par une inhibition de la phosphorylation du récepteur ErbB3 [432]. Nous 
n’avons pas observé de modification de la phosphorylation des kinases ERK1/2 en présence 
d’erlotinib dans les lignées étudiées. La voie MEK/ERK étant impliquée dans la régulation de 
BIM [86], ce résultat concorde avec l’absence de modification d’expression de BIM. La 
phosphorylation des kinases AKT et S6K n’est pas non plus modifiée par l’erlotinib. 
Il a été observé que l’erlotinib réduisait la phosphorylation de la protéine Rb et une diminution 
des cyclines E et D1 associée à un blocage du cycle cellulaire en G1 [423]. Nous avons 
récemment observé que l’ABT-263 induisait l’apoptose pendant la phase G1. La coopération 
observée entre l’erlotinib et l’ABT-263 pourrait donc être expliquée par la capacité de 
l’erlotinib à bloquer les cellules de LAM en phase G1. Nous envisageons d’étudier l’effet de 
l’erlotinib sur le cycle cellulaire et sur les protéines associées. L’erlotinib étant un inhibiteur de 
tyrosine kinase, il serait également intéressant de faire une étude du phospho-protéome et/ou 
du kinome. 
Si les mécanismes sous-jacents à la coopération erlotinib/ABT-263 ne sont pas encore 
identifiés, l’effet synergique observé sur les blastes de LAM reste néanmoins prometteur. 
L’association des deux molécules, utilisées à faibles doses permet d’augmenter l’apoptose à la 
fois dans les progéniteurs et dans les cellules souches leucémiques, tout en montrant très peu 
de toxicité sur les progéniteurs normaux. D’autres recherches devront être entreprises pour 
identifier le rôle de l’erlotinib dans la coopération avec l’ABT-263, mais le bénéfice observé sur 
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I. ARTICLE 1 
Les glioblastomes sont les plus fréquentes tumeurs primitives du cerveau chez l’adulte. Leur 
prise en charge reste un défi puisque la médiane de survie actuelle est située à 15 mois. Les 
GBM sont notamment caractérisés par des altérations de l’EGFR. On peut retrouver une 
élévation du nombre de copies, une hyper-expression ou encore une activation constitutive du 
récepteur. L’inhibition de l’EGFR par des ITK spécifiques (erlotinib et géfitinib) a montré son 
efficacité dans les cancers du poumon non à petites cellules, en induisant une apoptose 
consécutive à l’accumulation de la protéine pro-apoptotique BIM.  
Différentes études cliniques ont démontré que l’erlotinib seul, n’était pas capable d’induire la 
mort dans les cellules de glioblastomes. Au cours de ce travail, mené en collaboration avec S. 
Eimer (Laboratoire d’Histologie et Pathologie Moleculaire des Tumeurs), nous avons cherché à 
identifier les effets du traitement par l’erlotinib dans deux lignées de GBM (U87 et DBT), pour 
essayer comprendre et de contrer les mécanismes de résistances. 
Les résultats de cette étude ont conduit à la publication d’un article dans « Cancer Biology and 
Therapy» en juin 2011 : 
L’inhibition de l’autophagie coopère avec l’erlotinib pour induire la mort dans les 
cellules de glioblastomes. 
Autophagy inhibition cooperates with erlotinib to induce glioblastoma cell death. 
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Introduction
Glioblastoma (GBM)/diffuse astrocytoma World Health 
Organization grade IV, which is the most common primary 
brain tumor in adults, is a very aggressive, invasive and destruc-
tive malignancy.1,2 Histological features for grade IV GBM 
include marked vascular proliferation and or necrosis, high cell 
density with mitotic activity and diffuse infiltration, whereas 
these tumors are locally invasive. The median survival time is 
12–14 months from the time of diagnosis, with fewer than 5% 
of patients alive at 3 years.3 Current therapy associates surgical 
resection and radiation combined with temozolomide, for which 
the two-year survival rate reaches 26.5%.3 The challenge is to 
develop novel therapeutic strategies for malignant gliomas.4-10
A number of growth factor receptors are involved in the 
tumorigenesis of gliomas and have been validated as therapeutic 
targets.7,11-13 A growing body of evidence has established potential 
Gliomas are the most common malignant primary brain tumors in adults. The median survival never exceeds 12 months, 
owing to inherent resistance to both radio and chemotherapies. Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) is ampli#ed, 
overexpressed, and/or mutated in glioblastomas (GBM), making it a rational for therapy. Erlotinib, an EGFR kinase inhibitor 
is strongly associated with clinical response in several cancers. Inhibition of cell proliferation and induction of apoptosis 
by erlotinib were investigated in U87-MG and DBTRG-05MG, two human glioblastoma cell lines. The expression of 
several apoptosis-related proteins was investigated in these cell lines and in tumoral tissue from glioblastomas. Both 
cell lines expressed wild-type EGFR but were de#cient for PTEN. Erlotinib induced a marked accumulation of the BIM 
protein, but the activation of caspase-3 machinery was missing, regardless of the decrease in XIAP. Moreover, in U87-
MG, erlotinib promoted accumulation of αB-crystallin a small heat shock protein capable to impair caspase activation. 
DBTRG-05MG was found de#cient for procaspase-3 and constitutively overexpressed αB-crystallin. Similarly, de#ciencies 
in PTEN and procaspase-3 were constantly found in samples from glioblastoma samples, while αB-crystallin expression 
was inconsistent. In cell lines, high concentrations of erlotinib induced cell death through a caspase-independent process 
and an autophagic process was evidenced in U87-MG. Inhibition of autophagy induced a marked increase in the death-
inducing activity of erlotinib. These results con#rm that glioblastoma cell lines exhibit several anti-apoptotic mechanisms, 
and underline that EGFR targeted therapy must be associated to other inhibitors to achieve an antitumoral e$ect.
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molecular predictors of response and toxicity.12,14 The epidermal 
growth factor receptor (EGFR) pathway has emerged as a key 
target in GBM. This includes tumor-related molecular markers 
such as EGFR mutation and amplification,15 as well as germ-line 
markers such as polymorphisms in EGFR or EGFR pathway-
related genes.16 EGFR is one of the most common oncogene alter-
ations in GBM, with up to 40% of tumors having an increased 
EGFR copy number, and 60% showing an overexpression of 
EGFR, regardless of amplification status.11,16,17 GBM also often 
express EGFR-vIII, a genomic deletion variant of EGFR that is 
constitutively active to trigger cell survival and proliferation.11,16,18 
Indeed, the persistent PI3K signaling pathway instigated by 
EGFR-vIII is believed to cause “pathway addiction.”19
EGFR inhibition in several tumors is achieved through tyro-
sine kinase (TK) inhibitors such as erlotinib (Tarceva®, OSI 774) 
or gefitinib (Iressa® Astra-Zeneca), which are reversible competi-
tive and selective inhibitors of the adenosine triphosphate region 
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of approximately 170 kDa but not the truncated/mutated form 
EGFR-vIII of 140 kDa (Fig. 2D). Erlotinib inhibited cell pro-
liferation in both cell lines with an IC
50
 of 4–5 μM (Fig. 2A). 
As for HeLa cells, erlotinib induced dose- and time-dependent 
accumulation of BIM in both GBM cell lines (Fig. 2B). This 
increase was detected for 9 and 6 μM respectively after 48 and 
72 h. However, these concentrations were unable to induce a 
mitochondrial membrane potential drop, and a significant cell 
death was detected only at high concentration, above 20 μM and 
after 72 h treatment in both cell lines (Fig. 2C). These results 
suggest that GBM cell lines are resistant to EGFR inhibitor-
induced apoptosis and not addicted to the EGFR pathway. We 
then analyzed the expression levels of three key genes reported 
as being frequently involved in oncogenesis.32 Compared to 
erlotinib-responsive HeLa cells, U87-MG expressed a high level 
of the anti-apoptotic protein MCL-1 and both cell lines overex-
pressed BCL-X
L
, whereas PTEN was not expressed (Fig. 2D).
Mitochondrial apoptotic cell death is regulated by several pro- 
and anti-apoptotic proteins of the Bcl-2 family that are in equilib-
rium in the cell. Besides these, the caspase proteins are inhibited 
by the IAP family proteins. We analyzed the evolution of pro- and 
anti-apoptotic proteins inside the cells after inhibition of EGFR 
phosphorylation in both the U87-MG and DBTRG-05MG cells 
(Fig. 3A). In both cell lines, erlotinib induced accumulation of 
BIM-EL without increasing the amount of BCL-2 and BCL-X
L
 
proteins. DBTRG-05MG cells were found deficient for procas-
pase-3, which could explain their poor ability to perform apop-
tosis. In U87-MG, erlotinib treatment led to a dose-dependent 
decrease in XIAP content, a protein known for its ability to 
inhibit caspase activity. This decrease in XIAP was time- 
dependent and detected from 24 h after the beginning of the treat-
ment (Fig. 3B). Therefore it preceded cell death. Nevertheless, at 
60 μM of erlotinib, cell death (Fig. 2C) was not accompanied by 
activation of caspase-3 (Fig. 3C), while procaspase cleavage was 
successfully induced by staurosporin. Moreover, co-treatment of 
these cells with erlotinib and a wide-spectrum inhibitor of cas-
pases (zVAD-fmk) did not modify the amount of death induced 
by erlotinib alone (Fig. 3D). These results suggest that cell death 
induced in GBM cell lines with high concentrations of erlotinib 
is caspase-independent.
Why executive caspases were not activated when BIM accu-
mulation and XIAP decrease were induced in U87-MG remained 
to be elucidated. For this, two proteins known for their role in 
caspase activation downstream the mitochondrial step of apopto-
sis were analyzed: Apaf-1 is one of the co-factors of cytochrome c 
in the apoptosome and αB-crystallin is known to inhibit execu-
tive caspase activation33 and is frequently overexpressed in GBM 
cells. Erlotinib, at a concentration able to induce BIM accu-
mulation but not caspase activation (Fig. 3), induced a time-
dependent accumulation of αB-crystallin in U87-MG (Fig. 4A), 
whereas αB-crystallin was not detected when U87-MG cells were 
treated with staurosporin (Fig. 4B). Moreover, co-treatment with 
erlotinib and staurosporin led to a decrease of the staurosporine-
induced caspase-3 activation and an increase in LC3 II, the mem-
brane-associated conjugated form of LC3 (Fig. 4C) a hallmark of 
autophagy. Thus, the accumulation of αB-crystallin seems to be 
of the EGFR TK domain. TK inhibitors are now FDA (Food and 
Drug Administration) approved for first-20 second- and third-
line treatments of Non Small Cell Lung Cancer (NSCLC).21-23 
However, EGFR amplification in GBM does not correlate 
with responsiveness to EGFR kinase inhibitors,4,24 and EGFR-
dependent pathways in gliomas differ from those in lung cancer. 
TK inhibition with erlotinib or gefitinib induces apoptosis in 
NSCLC and in human lung cancer-derived cell lines,22 which is 
dependent on the accumulation of the BIM protein25,26 and cas-
pase activation. Apoptosis is regulated by the balance between the 
pro-apoptotic (BIM, BAX) and anti-apoptotic (BCL-2, BCL-X
L
) 
members of the BCL-2 family proteins. Cytochrome c death pro-
teases from the caspase family and inhibitors of apoptosis pro-
teins (IAPs) are also involved in the death pathway. However, 
mechanisms of resistance to apoptosis have been previously sug-
gested in GBM due to constitutive caspase inhibition.27,28
Ziegler et al. have recently demonstrated that blockade of 
inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) could overcome resistance 
to TK inhibitors. Erlotinib alone or in combination seems to 
be an efficient inducer of cell death in glioblastoma cell lines, 
although very high concentrations are needed.4,5,13
In the present study, we postulated that the differential expres-
sion of apoptosis-related proteins might influence cell death in 
glioma cells, when treated with the TK inhibitor erlotinib. Pro- 
and anti-apoptotic protein balance was analyzed in two human 
glioma cell lines (U87-MG and DBTRG-05MG) and in tumoral 
tissue from patients with grade II astrocytomas and grade IV 
GBM. Autophagy was also investigated for its cell survival and 
death functions. Our results shed new light on how to adjust 
treatment to the specific cellular response and on how to over-
come apoptosis resistance.
Results
EGFR tyrosine kinase inhibition has been previously described 
to block proliferation30 and induce toxicity31 in HeLa cells. To 
characterize the effects of EGFR tyrosine kinase inhibition using 
erlotinib, we treated HeLa cells with increasing concentrations of 
this molecule. This inhibited cell proliferation with an IC
50
 close 
to 1 μM (Fig. 1A). At higher concentrations, there was an accu-
mulation of the BIM-EL pro-apoptotic molecule (Fig. 1B) while 
the BCL-2 content remained unchanged (Fig. 1C) resulting in a 
two-fold rise in the BIM/BCL-2 ratio. This BIM accumulation 
was time-dependent and accompanied by de phosphorylation of 
BIM-EL (as illustrated by increased electrophoretic mobility) and 
caspase-3 cleavage (Fig. 1B). Conversely, staurosporin, a wide-
spectrum kinase inhibitor, induced caspase-3 cleavage without 
BIM accumulation. We then investigated whether this disrup-
tion in the pro-anti-apoptotic equilibrium in the BCL-2 family 
proteins led to the apoptotic mitochondrial process. We found 
that erlotinib induced a drop in mitochondrial membrane poten-
tial (Fig. 1E) related to a relocation of Bax in the mitochondria 
(Fig. 1D).
We next verified the effect of erlotinib on two GBM cell lines, 
U87-MG and DBTRG-05MG. We confirmed that U87-MG and 
DBTRG-05MG cells express wild-type EGF-receptor, a protein 
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However the Mcl-1 anti apoptotic protein was also decreased. 
Protein PTEN was not expressed in glioblastomas which could 
explain in part the resistance to erlotinib.12 These results are in 
agreement with a possible apoptosis-resistant phenotype of grade 
4 glioblastoma as found in both cell lines.
Autophagy is a lysosomal form of self-digestion responsible 
for the turnover of organelles and macromolecules. However, 
autophagic cells submitted to excessive stress may undergo an 
autophagic cell death. Both processes are dependent on beclin 1, 
the ortholog of atg6 in yeast, and the formation of autophago-
somes necessitates the conjugation of the microtubule-associated 
protein light chain 3 (LC3) with phosphatidylethanolamine. 
LC3, which is required for formation of autophagosomes 
during autophagy, was present in the eight tested tumors 
(Fig. 5A). In view of this, we investigated the possibility for erlo-
tinib to induce autophagic cell death in glioblastoma cell lines. 
Treatment of U87-MG cells with toxic doses of erlotinib resulted 
linked to the deficiency in caspase-3 activation and, when asso-
ciated with Apaf-1 deficiency, could impair apoptosis, pulling 
the cell towards an alternative death process. In confirmation of 
this, siRNA directed against αB-crystallin increase the erlotinib 
associated cell death without affecting spontaneous cell death 
(Sup. Fig. 2A). The other cell line, DBTRG-05MG presented 
a constitutive expression of αB-crystallin and the expression of 
Apaf-1 was inhibited by erlotinib treatment.
To verify whether the pattern of protein expression in cell lines 
was representative of glial tumors, we studied protein expression 
in two different grades of glial tumors: six grade 2 astrocyto-
mas and 12 grade 4 glioblastomas (Sup. Fig. 1). Procaspase-3 
was constitutively missing in grade 4 tumors as in DBTRG-
05MG. All grade 2 and 10/12 glioblastomas showed expression 
of αB-crystallin with variable levels. The pro-apoptotic protein 
BAX of the BCL-2 family was observed in all grade 2 gliomas 
but its expression was lower in glioblastomas (p < 0.05, Fig. 5). 
Figure 1. Erlotinib induces apoptosis of HeLa cells through disruption of the pro-anti-apoptotic equilibrium of the Bcl-2 family proteins. (A) Evaluation 
of proliferation inhibition of HeLa cells after a 72 h long treatment with increasing concentrations of erlotinib. Absorbance was plotted as a function 
of erlotinib concentration. (B) Hela cells were treated for 24, 48 and 72 h with 10 μM of erlotinib and for 4 h with staurosporin and analyzed by protein 
gel blot for expression of cleaved caspase-3, BIM and tubulin. (C) HeLa cells were treated by increasing concentrations of erlotinib for 24 h, analyzed 
by protein gel blot for BIM-EL, BCL-2 and actin. For each concentration, the BIM-EL/BCL-2, BimEL/actin and Bcl-2/actin ratio was measured and plotted 
as a function of treatment. Cells were treated with erlotinib for 24 h, and cell death was measured by <ow cytometry using TMRM as a mitochondrial 
membrane potential probe. (D) Flow cytometry analysis of mitochondrial BAX relocation for HeLa cells expressing a GFP-BAX hybrid protein when 
treated with increasing concentrations of erlotinib for 24 h. (E) Flow cytometry analysis of mitochondrial membrane potential using TMRM on GFP-Bax 
expressing HeLa.
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in an accumulation of beclin1 and LC3-I, 
which was processed in LC3-II (membrane-
associated conjugated form) (Fig. 6A). 
This suggests that erlotinib-induced cell 
death occurs through an autophagic pro-
cess. This was confirmed by acridine orange 
staining of erlotinib-treated U87-MG cells 
showing red-staining organelles (Fig. 6B) 
characteristic of autophagy.34-36 To further 
characterize erlotinib-induced cell death 
on GBM cells, electron microscopy analy-
sis was performed and an autophagy-like 
morphology was evidenced in erlotinib-
treated U87-MG cells (Fig. 6D and E). 
Vacuoles of variable size containing or 
not cytoplasmic material and limited 
with a double membrane were detected 
in the cell cytoplasm. The chromatin 
was not condensed as it is in apoptosis. 
Autophagy has been previously associated 
with either a cell survival mechanism,37,38 
or an alternative cell death process,34,39 
in response to treatment and we find 
here that autophagy markers are induced 
by both non-toxic (Fig. 4C) and toxic 
(Fig. 6A) concentrations of erlotinib. 
RNA interference was used to inhibit the 
erlotinib-induced LC3 increase (Fig. 7A) 
and thus autophagosome formation. This 
resulted in a sensitization of U87-MG cells 
to growth inhibition (Fig. 7B) and death 
induction (Fig. 7C). Similarly, inhibi-
tion of lysophagosomes with chloroquine 
(CQ) resulted in a strong cooperation with 
erlotinib to induce cell death (Fig. 7D). As 
shown in Figure 7E, CQ cooperates with 
erlotinib in a synergistic mode (CI = 0.60 
± 0.07). This confirms that autophagy par-
ticipates in the resistance of U87-MG cells 
to erlotinib-induced cell death.
Figure 2. BIM accumulation is insu=cient to in-
duce cell death in GBM cell lines. (A) U87-MG and 
DBTRG-05MG cells were cultured with increas-
ing concentrations of erlotinib for 72 h. Viable 
cells were quanti#ed by chemo<uorescence.  
(B) The cells were treated with increasing con-
centrations of erlotinib for 48 h or with 9 μM 
 erlotinib for 24, 48 or 72 h. BIM and actin were 
explored by protein gel blot. (C) The cells 
were treated with increasing concentrations 
of erlotinib and cell death was determined by 
<ow cytometry using TMRM as a mitochondrial 
membrane potential probe. (D) Determina-
tion of EGF-R, MCL-1, PTEN, BCL-X
L
 and actin by 
protein gel blot for HeLa, U87-MG and DBTRG-
05MG cells.
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in stress conditions, cancers and others.33,42 Several steps in the 
apoptotic pathway are modulated by αB-crystallin. It can bind 
pro-apoptotic polypeptides such as BAX, Bcl-Xs and prevent their 
translocation to mitochondria.43 Downstream mitochondria, 
αB-crystallin inhibits the cytochrome c-dependent activation of 
procaspase-3 by blocking its auto-proteolytic maturation.33 The 
large oligomers of αB-crystallin may contribute to the aggressive 
behavior of cancer cells, especially in glioma. Some drugs, partic-
ularly cisplatin,44 vincristine and colchicine,45 have been reported 
to enhance αB-crystallin expression. Our work demonstrates a 
similar effect for erlotinib, which increased αB-crystallin levels 
Discussion
Treating glioblastoma requires a 
multidisciplinary approach often 
involving surgery, radiation and che-
motherapy. The molecular pathways 
connecting EGFR inhibition are 
poorly understood and the alterations 
in signaling pathways that result in 
resistance are still unclear.26 Only 
10–20% of GBM have a clinical 
response to EGFR kinase inhibitors, 
and most responders subsequently 
exhibit rapid tumor progression.9,10 
Recently, Beroukhim et al. explored 
somatic copy-number alterations 
from 3,131 cancer specimens of 26 
histological subtypes. Among their 
conclusions, they demonstrated 
the impact of MCL-1, BCL-X
L
 and 
PTEN, members of the anti-apoptotic 
genes, on cell survival and prolifera-




U87-MG also overexpressed MCL-
1, whereas PTEN was low in both 
cell lines compared to HeLa. These 
results support part of the apoptosis-
deficient phenotype observed in our 
glioblastoma models. Moreover, our 
findings show that GBM exhibit a 
multifactorial resistance to apopto-
sis induction due to the dysfunction 
and/or inhibition of executive caspase 
activation. Through EGFR inhibi-
tion, erlotinib plays an ambiguous 
role, inducing both anti- and pro-
apoptotic stimuli inside GBM cells. 
As in NSCLC21 and HeLa cells, erlo-
tinib triggered BIM accumulation 
for U87-MG and DBTRG-05MG. 
At high concentrations erlotinib also 
decreased XIAP levels in U87-MG, 
thereby freeing executive caspases 
from inhibition. However, in these 
cells, it also increased levels of αB-crystallin, a small heat shock 
protein competent for caspase inhibition. Similarly, the deficit 
in procaspase-3 and constitutive expression of αB-crystallin 
observed in DBTRG-05MG cells could also compromise apop-
tosis. Alternative strategies to overcome resistance towards cas-
pase activation, either by improving caspase-independent cell 
death,36,40,41 or caspase activation through αB-crystallin inhibi-
tion have been previously hypothesized.33,42 The αB-crystallin, 
or the so-called hspB5, belongs to the small heat shock proteins 
that share the possibility of having a specific cell/tissue expression 
in the absence of stress in healthy adults and an overexpression 
Figure 3. Inhibition of EGFR phosphorylation leads to disruption of the pro-anti-apoptotic equilibrium 
in GBM cells without caspase activation. (A) Expression of pro- and anti-apoptotic proteins by protein 
gel blot when U87-MG and DBTRG-05MG cells were treated with increasing concentrations of erlotinib 
for 48 h. (B) Protein extracts of U87-MG cells treated for 24 or 48 h with increasing concentrations of 
erlotinib were explored for XIAP content. (C) U87-MG cells were treated with 0.5 μM staurosporin for  
0, 4 or 6 h or with 60 μM erlotinib for 48 h. Cleaved caspase-3 protein was analyzed by protein gel blot. 
(D) U87-MG cells were cultured with 60 μM erlotinib or 20 μM z-VAD-fmk or both in combination for  
72 h. Cell death was measured by <ow cytometry as in Figure 2C. *p < 0.05 versus control.
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Unlike NSCLC cells4 and HeLa cells, erlotinib alone 
cannot induce apoptosis in GBM cells. Thus, it could 
be attractive to associate erlotinib with other drugs to 
increase its efficiency. Dasatinib was found compe-
tent to induce cell death in GBM cells through its Src 
inhibitory activity.6,46 Moreover, U87-MG cells were 
found here able to trigger an autophagic program in 
response to erlotinib treatment. Unable to perform 
apoptosis, the cells were nevertheless deficient in 
respiratory chain27 due to cytochrome c release in the 
cytoplasm. This triggers an autophagic program to 
compensate the energy deficit in U87-MG. At very 
high erlotinib concentrations, the autophagic survival 
program ends in an autophagic cell death program 
due to disposal of organelles. In U87-MG, the inhi-
bition of the rescue autophagic process with chloro-
quine made it possible to lower the toxic threshold of 
erlotinib to the therapeutic range. We now describe 
this phenomenon for GBM, as previously proposed 
for other models.37,38 Chloroquine (CQ), the anti-
malarial drug used worldwide, has recently received 
attention as a potential anticancer agent as well as a 
chemosensitizer when used in combination with anti-
cancer drugs.47 Sasaki et al. recently demonstrated 
that CQ in association potentiates the antitumoral 
effect of 5-FU in human colon cancer cells, while 
it inhibits the autophagic process. Likewise, it may 
be beneficial to associate erlotinib with inhibitors of 
autophagy in order to induce cell death in GBM cells. 
Finally, the association of molecules could be selected 
according to each patient’s expression profile and the 
choice of an adequate partner for erlotinib in death 
induction could necessitate further analysis of the 
expressions of the proteins involved in the regulation 
of caspase activation and autophagy completion.
Material and Methods
Cell lines and reagents. The U87-MG and DBTRG-05MG 
glioblastoma cell lines were obtained from the American Type 
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD); they were estab-
lished from patients with grade IV glioblastoma.
Hela cell line was derived from cervical adenocarcinoma 
(obtained from ATCC).
U87-MG were maintained in Dulbecco’s-MEM (DMEM) 
supplemented with 10% v/v fetal calf serum (FCS), 100 units/
ml penicillin and 50 μg/ml streptomycin, and non-essential 
amino acids in a humidified atmosphere containing 5% v/v 
CO
2
 at 37°C. DBTRG-05MG and HeLa were cultured in 
RPMI, supplemented as above for DMEM (except for the non-
essential amino acids). All cell lines were exposed to erlotinib 
(Tarceva-OSI 774) generously provided by Roche-Genentech 
(San Francisco, CA) diluted from a 10 mM stock solution in 
DMSO. Staurosporin, MG132, z-VAD-fmk and erlotinib were 
added to the medium at increasing concentrations, as indicated 
in the figure legends.
in U87-MG in a time- and a concentration-dependent manner 
while the level of expression was constitutively high in DBTRG-
05MG. This expression prejudices the efficiency of erlotinib, and 
could explain the deficiency in caspases activation. Interestingly, 
we also found that the wide-spectrum kinase inhibitor stauro-
sporin was able to induce caspase activation in GBM cell lines 
without accumulation of αB-crystallin, while co-treatment with 
erlotinib inhibited this process. RNA interference or antisense 
strategies could be used to reduce or abolish αB-crystallin expres-
sion, and thus promote apoptosis. This approach has already 
been adopted for bladder and prostate cancer cells, allowing 
apoptosis induction and inhibiting metastatic potential. In this 
pathway, interfering with BCL2L12 expression or activity is also 
a promising strategy.27,28 However, we found other deficient steps 
in patient GBM cells such as low BAX expression, procaspase-3 
and PTEN deficiencies that could lead to low efficiency of EGFR 
inhibition in inducing apoptosis.
The erlotinib doses inducing cell death in the U87-MG and 
DBTRG-05MG GBM cell lines are far above the authorized ther-
apeutic concentrations found in the plasma of treated patients.4,5,13 
Figure 4. The apoptotic pathway is blocked downstream the mitochondria in GBM 
cells. (A) U87-MG and DBTRG-05MG cells were treated with 10 μM erlotinib for 0, 24, 
48 and 72 h before protein gel blot analysis for αB-crystallin and actin. (B) U87-MG 
were treated either with 40 μM erlotinib for 36 h or with 0.5 μM staurosporin for 6 h. 
αB-crystallin and actin expression were evaluated by protein gel blot. (C) U87-MG 
cells were treated or not with 10 μM erlotinib for 48 h as indicated. Afterwards, the 
cells were treated or not with 0.5 μM staurosporine for 6 h. The cells were then ana-
lyzed by protein gel blot for caspase-3 cleavage and LC3b.
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diluted 1/1,000 (poly6136: BioLegend), XIAP diluted 1/1,000 
(Cell signaling technology, Inc.). The intensity of bands was 
quantified using a Kodak Imager.
Protein extraction was also performed from human tumor 
samples from 23 patients according to the same protocol as 
described for cell lines. Eight grade 2 and 13 grade 4 tumors 
were selected for blotting. Twenty-five microgram proteins were 
electrophoresed on 12, 15 or 20% SDS-PAGE gels according to 
the size of the analyzed protein and transferred onto a nitro-cel-
lulose membrane (Bio-Rad). The antibodies tested for human 
tumors are listed below.
Cell death assay. To evaluate cell death/apoptosis, we studied 
the mitochondrial membrane potential Δ Ψm by flow cytom-
etry. Cells were seeded at 5 x 104 per well and submitted to erlo-
tinib for 72 h. Cell medium was replaced by a buffer containing 
200 nM of TMRM (tetramethyl rhodamin methyl esther), and 
cells incubated at 37°C for 30 min. The cells were then trypsin-
ized and analyzed by flow cytometry to evaluate the rate of low 
Δ Ψm apoptotic population.
Tumor samples. Patient tumors, all 
operated in the same institution (CHU 
de Bordeaux, France) were obtained 
from the regional tumor bank (Grand 
Sud-Ouest Tumorotheque Haut-
Levêque 33600 Pessac, France), and 
written informed consent was obtained 
for each. A total of 23 patients, nine 
grade II astrocytomas and 14 grade IV 
GBM were selected for blotting. No 
patient had received therapy prior to 
surgery. Protein extraction was success-
ful for 21 patients, eight grade II tumors 
and 13 GBM. Patients were 6–77 years 
old, 11 were men, 10 women. A few mg 
were extracted with 200 μl of Laemli 
simple buffer, protein dosage was done. 
Twenty-five micrograms of proteins 
were electrophoresed and analyzed by 
protein gel blot. Histological control by 
a neuropathologist (SE) was performed 
for each sample to confirm the repre-
sentative tumor areas.
Protein gel blot analysis. Cells were 
plated onto 50 ml flasks at a concen-
tration of 2 x 105 and then incubated 
for 6 h. After treatment for the indi-
cated time and drug concentrations, 
whole cell lysates were analyzed by 
protein gel blot. For blotting, proteins 
were electrophoresed on 7, 10, 12, 
15 or 20% SDS-PAGE gels accord-
ing to the size of the analyzed protein 
and transferred onto a nitro-cellulose 
membrane (Bio-Rad). Membranes 
were then probed with primary anti-
bodies. Primary antibodies to the 
following antigens were monoclonal mouse for: BAX diluted 
1/1,000 (4F11: Immunotech), BCL-2 diluted 1/1,000 (124.
(1): DAKO, Denmark), BCL-X
L
 diluted 1/1,000 (H5: Santa 
Cruz Biotechnology, Inc.), caspase-7 diluted 1/1,000 (10-1-62: 
BD Biosciences Pharmingen), cytochrome c diluted 1/1,000 
(7H8.2C12: BD Biosciences PharMingen, NJ), phospho-EGF-
Receptor diluted 1/1,000 (1H12: Cell Signaling Technology, 
Inc.), PTEN diluted 1/1,000 (6H2.1: Dakocytomation), 
Tubulin diluted 1/1,000 (B-5-1-2: Sigma- St. Louis, MO) and 
monoclonal rabbit for: cleaved caspase-3 diluted 1/1,000 (5A1: 
Cell Signaling Technology, Inc.), caspase-3 diluted 1/1,000 
(8G10: Cell Signaling Technology, Inc.) and polyclonal rab-
bit for: Actin diluted 1/1,000 (Sigma, Saint Louis, MO), αB 
crystallin diluted 1/1,000 (13497, Abcam), Apaf-1 diluted 
1/1,000 (A8469: Sigma-Aldrich), Beclin-1 diluted 1/1,000 
(Cell Signaling Technology, Inc.), BIM diluted 1/200 (H-191: 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), EGF-receptor 
diluted 1/1,000 (2232: Cell Signaling Technology, Inc.), LC3b 
diluted 1/1,000 (L7543: Sigma, Saint Louis, MO), MCL-1 
Figure 5. Protein expression in grade 2 astrocytomas and grade 4 glioblastomas. The protein 
extracts from four patients with grade 4 glioblatomas and four patients with grade 4 glioblatomas 
were analyzed by protein gel blot for BAX, caspase-3, caspase-7, LC3b, MCL-1, PTEN and tubulin 
expression. For αB crystallin, 12 patients with grade 4 and 6 patients with grade 2 were analyzed 
(Sup. Fig. 1). The band intensities were quanti#ed using a Kodak imager and the ratio of the amount 
of analyzed protein on tubulin was plotted as a function of the grade for each protein of interest.  
*p < 0.05 using the Mann-Whitney test.
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(Zeiss Axioplan 2 imaging) equipped with a mercury100-
W lamp, 490-nm band-pass blue excitation filters, a 500 nm 
dichroic mirror and a 515 nm-long pass-barrier filter. Images of 
control and irradiated cells were recorded thanks to picture soft-
ware with a 200–600 millisecond time exposure and recorded 
in a workstation.
Detection of autophagy with electron microscopy. To detect 
morphological evidence of erlotinib-induced autophagy in 
tumor cells, we performed an ultrastructural analysis. U87-MG 
et DBTRG-05MG were treated or not with erlotinib (10 and 
60 μM) for 72 h, were harvested by trypsinization, washed 
twice with PBS and fixed with ice-cold glutaraldehyde (3% 
in 0.1 M phosphate buffer, ph 7.4) for 90 min at room tem-
perature. After washing in PBS, the cells were post-fixed in 
2% OsO
4
 and embedded in Epoxy resin. μM semi-thin sec-
tions were cut and then stained with Toluidine blue (RAL) 
for light microscopy examination. Representative areas were 
selected for ultra-thin sectioning, stained with uranyl acetate 
and lead citrate (2.5%) for ultra-microscopic observation with a 
Philips Tecnai EM electron microscope at an accelerating volt-
age of 80 kV. Cells were examined to detect membrane-bound 
Evaluation of proliferation. To determine the prolifera-
tive rate of HeLa cells, U87-MG and DBTRG-05MG cells, the 
same method with CellTiter-Glo® luminescent viability assay 
(Promega) was used according to the supplier’s instructions. Cells 
were seeded at 1,000/well in a 96-well plate and cultured for 72 h 
with increasing concentrations of erlotinib. The bioluminescence 
was read using a Wallac 1420 Victor luminometer.
Acridine orange staining to detect acidic vesicular organ-
elles (AVO). Autophagy is the process of sequestrating cyto-
plasmic proteins into the lytic component and is characterized 
by the formation and promotion of AVO (Acidophilic Vesicular 
Organelles). In acridine orange (AO)-stained cells, the cyto-
plasm and nucleolus reveal a green fluorescence, whereas dif-
fusion of AO in acidic compartments makes them bright red 
fluorescent, as described previously in reference 39. To detect the 
formation of AVO, cells were treated with erlotinib as described 
above, and then stained with acridine orange. The treated cells 
were removed from the plate with trypsin-EDTA and acridine 
orange was added at a concentration of 1 μg/ml for a period of 
15 minutes. Then the cells were centrifuged on a slide by cyto-
spin. Pictures were obtained with a fluorescence microscope 
Figure 6. High concentrations of erlotinib induce autophagic cell death in U87-MG cells. (A) U87-MG cells were cultured with increasing concentra-
tions of erlotinib for 48 h. Beclin1 expression and LC3 conjugation were analyzed by protein gel blot (B). U87-MG cells were treated for 72 h with 0 or  
40 μM erlotinib and stained with acridine orange before <uorescence microscopy examination (C–E) electronic microscopy of U87-MG cells untreated 
(C) or treated with 60 μM erlotinib (D and E). The bar in the lower left part of the micrograph represents 2 μm (C and D) or 1 μm (E).
Figure 7 (See opposite page). Inhibition of autophagy sensitizes U87-MG cells to erlotinib-induced death. (A) U87-MG cells were transfected with 
either control or LC3b directed siRNA. They were then treated with 10 or 40 μM erlotinib for 48 h and analyzed by protein gel blot for LC3b expression 
and conjugation. (B) Control- or LC3b-siRNA transfected U87-MG cells were cultured for 72 h in the presence of increasing concentrations of erlotinib. 
Viable cells were evaluated by measuring ATP content. The results were expressed in percent of the control untreated sample value. (C) Control- or 
LC3b-siRNA transfected U87-MG cells were treated for 72 h with 10 μM erlotinib and cell death was measured by <ow cytometry using the TMRM 
probe for mitochondrial membrane potential. *p < 0.05. (D) Cells were cultured for 72 h with 10 μM autophagy inhibitor chloroquine (CQ), 10 μM erlo-
tinib or both molecules in combination (MIX). Cell death was measured by <ow cytometry using TMRM as a mitochondrial membrane potential probe. 
*p < 0.05. (E) U87-MG cells were treated with increasing concentrations of chloroquine, erlotinib or both in combination in a ratio of 1:1 for 72 h. Viable 
cells were evaluated by measuring ATP content and combination index (CI) was calculated using the Calcusyn software for e=cient doses (ED) of 25, 50 
and 90% (inserted table).
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Inhibition of the sequestration stage of autophagy in 
U87-MG cells. The cells were treated with erlotinib, chloro-
quine or both molecules in combination in a constant ratio of 
1 for 3 days. The cell number was evaluated using the CellTiter-
Glo® luminescent viability assay (Promega). The combination 
index (CI) was determined by the method of Chou-Talalay50 using 
the Calcusyn software (Biosoft, Cambridge, UK). The results were 







. A CI of less than 1 is considered as syner-
gistic; a CI of 1 is additive and a CI greater than 1 is antagonistic. 
Cell death was also measured according to the TMRM procedure.
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compartments accumulated in the cytoplasm. Several autopha-
gic vesicles with double membrane structure, the so-called 
autophagosomes which sometimes contained residual digested 
material, were present in the cytoplasm of U87-MG cells treated 
with erlotinib. This was not observed in the control condition. 
Digital images were obtained using an Orius 1000 imaging sys-
tem (Gatan).
Organelle relocation of BAX. Stable GFP-BAX-expressing 
cells were obtained by transfecting HeLa cells with plasmids 
encoding fusion of enhanced green fluorescent protein (EGFP) 
human BAX and neomycin-resistant gene. Fluorescent cells 
were sorted by flow cytometry using an EPICS-Elite cell sorter 
(Beckman-Coulter, Villepinte, France) and cultured in the 
presence of 100 μg/ml neomycin. The sorting experiment was 
repeated one week later. Four to five successive sortings were 
necessary to obtain a fluorescent cell line. BAX from cytoplasm 
into the organelles was quantified by flow cytometry on sus-
pended cells as described in reference 49. Briefly, the fluorescent 
HeLa cells were trypsinized, centrifuged and re-suspended at 
2 x 105 cells/ml in a permeabilizing buffer (10 mM Hepes, 
pH 7.4, 150 mM KCl, 40 μM digitonin). After incubation for 
10 min at 37°C, the percentage of fluorescent cells was 
analyzed by flow cytometry using an XL cytometer 
(Beckman-Coulter, Villepinte, France). Fluorescent cells were 
considered as cells with organelle-bound EGFP while cytosolic 
fusion proteins were eluted from the cells during digitonin 
permeabilization.
siRNA inhibition of autophagy. Control and LC3b directed 
SMART pool siRNA were purchased from Thermo Scientific 
Dharmacon®. Three siRNA directed against αB-crystallin 
(Sigma-GENOSYS) were purchased from Sigma-Aldrich. 
They were transfected into the U87-MG cells using an Amaxa 
Nucleofector® II device and Amaxa Cell Line Nucleofector kit.
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Supplementary figure 1 
Protein expression in grade 2 astrocytomas and grade 4 glioblastomas A: The protein 
extracts from 4 patients with grade 4 glioblatomas and 4 patients with grade 4 
glioblatomas were analyzed by western blot for ! B crystallin, BAX, caspase 3, caspase 7, 
LC3b, MCL-1, PTEN  and tubulin expression as indicated  B: ! B crystalline and tubulin 








si-CTRL si-aBC si-CTRL si-aBC 












 Supplementary Figure 2 
A 
Supplementary figure 2  
U87-MG cells were transfected with either control siRNA (si-CTRL) or a cocktail of 3 
siRNA directed against !B-crystallin (si-aBC). After 24 f, the cells were treated or not 
with 40 "M erlotinib. Cell death was evaluated by flow cytometry using TMRM as a 
mitochondrial probe. The results are expressed as percentage of the control si-RNA 
values. Mean +/- SD of three experiments. The * indicates p < 0.05 
* 
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Au cours de ce travail, nous avons observé que l’erlotinib induisait une accumulation de la 
protéine pro-apoptotique BIM, insuffisante pour déclencher l’activation de la caspase 3 et 
l’apoptose. L’étude des partenaires de l’apoptose a permis de révéler des déficiences dans la 
machinerie apoptotique. De plus, dans la lignée U87, l’erlotinib provoque une accumulation de 
l’α-B-crystalline, protéine inhibitrice de l’activation des caspases. La mort cellulaire induite par 
de fortes concentrations d’erlotinib est indépendante des caspases et associée à un processus 
autophagique. L’inhibition de l’autophagie permet de favoriser la mort cellulaire induite par 
l’erlotinib. 
Le traitement par l’erlotinib induit une diminution de la protéine anti-apoptotique XIAP et une 
accumulation de BIM, mais cela ne suffit pas à promouvoir l’apoptose, et ceci peut être 
expliqué par différentes observations. La lignée DBT ne possède pas de pro-caspase 3 et 
exprime de façon constitutive, un taux élevé d’α-B-crystalline. La lignée U87 ne possède pas 
Apaf-1 et accumule l’α-B-crystalline en réponse à l’erlotinib. On observe également une perte 
de PTEN et une forte expression des protéines anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-xL dans les 
deux lignées. Des dérégulations du même ordre ont été retrouvées en comparant des 
échantillons de GBM et de tumeurs astrocytaires de grade II. Dans les GBM, on observe une 
perte quasi-systématique de la pro-caspase 3 et de PTEN, une expression plus faible de BAX, 
alors que l’α-B-crystalline est augmentée. Ceci pourrait expliquer en partie la résistance globale 
des cellules de GBM à l’apoptose.  
La perte d’intégrité de la membrane mitochondriale, induite par de fortes doses d’erlotinib, 
conduit à une mort cellulaire qui n’est pas de type apoptotique. Nous avons observé que 
l’erlotinib entrainait un processus autophagique dans la lignée U87. Il apparait aussi qu’en 
induisant une accumulation de l’α-B-crystalline, l’erlotinib bloque l’activation de la caspase 3 
induite par la staurosporine et oriente la cellule vers l’autophagie. S’agit-il d’un mécanisme de 
survie ou de mort ? S’il est décrit que le but premier de l’autophagie est la protection contre le 
stress ou le manque de nutriment, plusieurs études ont aussi montré qu’un emballement de la 
machinerie autophagique pouvait conduire la cellule à la mort. Dans le cas présent, il s’agit très 
probablement d’un mécanisme de protection puisque l’inhibition du processus autophagique 
favorise la mort cellulaire induite par l’erlotinib. 
En conclusion, l’étude des modifications moléculaires induites par l’erlotinib et une meilleure 
compréhension des mécanismes de résistance à l’apoptose apportent de nouvelles pistes 
thérapeutiques. Une recherche d’expression de certaines protéines clés, impliquées dans la 
mort cellulaire, pourrait permettre d’orienter un traitement. Il apparait également encore une 
fois que la thérapie « multi-ciblée » est une option prometteuse. Ici, l’efficacité de l’erlotinib 
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peut être renforcée par l’inhibition du processus autophagique. L’utilisation d’ARN interférents 
ou d’oligonucléotides anti-sens, pour bloquer l’expression de l’α-B-crystalline ou de la LC3b, en 
association avec l’erlotinib, pourrait constituer une stratégie thérapeutique intéressante. Il en est 
de même pour la chloroquine, un antipaludéen, récemment étudié pour son rôle anti-tumoral 
et inhibiteur de l’autophagie. 
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II. ARTICLE 2 
Les GBM sont des tumeurs hétérogènes : elles sont composées de  cellules  souches  
cancéreuses,  de  progéniteurs et de cellules en voie de différenciation. Les cellules souches 
cancéreuses (CSC) semblent avoir un rôle essentiel dans la propagation tumorale et dans la 
chimio- et radiorésistance des tumeurs. Leur élimination est donc un enjeu thérapeutique 
important.  
Les  cellules  souches  cancéreuses  du cerveau ont la capacité de former des neurosphères, de 
s’auto-renouveler et de se différencier pour générer des tumeurs cérébrales. Nous avons 
souhaité étudier l’effet de l’inhibition de l’EGFR, par l’erlotinib, en association ou non avec la 
cyclopamine, inhibiteur de la voie Hedgehog, décisive dans le développement embryonnaire et 
également impliquée dans l’activation des cellules souches neurales et des cellules souches 
tumorales de GBM. Pour ce travail, nous avons utilisé trois lignées de neurosphère, établies par 
l’équipe du Dr V. Quillien de Rennes, à partir d’échantillons de malades. 
Les résultats obtenus ont été  publiés dans « Neuro-oncology » le 27 Août 2012 :  
La cyclopamine coopère avec l’inhibition de l’EGFR pour éliminer les cellules souches 
cancéreuses de glioblastomes. 
Cyclopamine cooperates with EGFR inhibition to deplete stem-like cancer cells in 
glioblastoma-derived spheroid cultures. 
Sandrine Eimer1, Frédéric Dugay2, Kelly Airiau5, Tony Avril4, Véronique Quillien4, Marc-
Antoine Belaud-Rotureau2, Francis Belloc5  
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Putative cancer stem cells have been identified in glio-
blastoma (GBM), associated with resistance to conven-
tional therapies. Overcoming this resistance is a major
15 challenge to manage this deadly brain tumor.
Epidermal growth factor receptor (EGFR) is commonly
amplified, over-expressed, and/or mutated in GBM,
making it a compelling target for therapy. This study in-
vestigates the behavior of 3 primary neurosphere cell
20 lines and their adherent counterparts originated from
human GBM resections, when treated with EGFR–tyro-
sine kinase inhibitor erlotinib, associated or not with
cyclopamine, a Hedgehog pathway inhibitor. Adherent
cells cultured in the presence of serum, expressed the
25 glial fibrillary acidic protein, whereas neurosphere-
forming cells cultured in serum-free medium expressed
CD133, nestin, and Oct-4, markers of neural stem and
progenitor cells. For the 3 adherent cell lines, erlotinib
has a moderate effect (50% inhibitory concentration
30 [IC50], >10 mM). Conversely, erlotinib induced a
strong cell growth inhibition (IC50, <1 mM) on neuro-
sphere-forming cells, related to the EGFR gene amplifi-
cation and EGFR protein expression. A short exposure
to erlotinib reduced nestin-positive cell proliferation,
35 but neurosphere-initiating activity and self-renewal
were not altered. EGFR pathway seems essential for
GBM progenitor cell proliferation but dispensable for
cancer stem-like cell self-renewal. Inhibition of
hedgehog pathway with cyclopamine was evaluated in
40association with erlotinib on neurosphere growth.
Although each drug separately had no effect on sphere
initiation, their combination significantly decreased the
sphere number (P < .001). Our findings show synergic
efficiency for erlotinib-cyclopamine association and
45provide a suitable in vitro model to explore drug combi-
nations on GBM cells.
Keywords: Cancer stem cells, cyclopamine, epidermal




liomas are the most frequent primary brain
tumors. The most malignant form of glioma is
glioblastoma (World Health Organization
[WHO] grade IV), a very aggressive tumor with
,12-month median survival time for patient with
55GBM.1,2 Despite recent advances in surgery and chemo-
therapy, patient prognosis has not improved substan-
tially over the past few years. Characteristic features of
glioblastoma (GBM) include diffuse invasion, intense
apoptosis resistance, necrosis, angiogenesis, and multi-
60form histological profile suggesting a tumor cell plastic-
ity.2 Moreover, EGFR gene amplifications are
frequently associated with GBM, making this tyrosine
kinase receptor a putative target for therapy.3,4
Malignant gliomas are heterogeneous in their cell
65composition.5 Recently, a range of tumors, including
GBM, have been found to contain cancer stem-like
cells (CSC).6,7 It has recently been proposed that GBM
derive from neural stem or progenitor cells, and CSC
may play a central role in the propagation of several
70cancer types.7 Thus, signaling pathways playing a key
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role in primitive neural cells may also be required in tu-
morigenesis of glial tumors.8–11 CSC have also been
shown to be responsible for a prevalent radioresistance
and chemoresistance.12
75 The Hedgehog pathway is of crucial importance
during embryonic development13 and is also activated
in neural stem cells14 and GBM CSC.15,16 Its inhibition
abolishes GBM cell tumorigenicity in mouse xenograft
models15,17,18 and enhances their sensitivity to temozo-
80 lomide therapy,19 currently used to treat patients with
GBM in association with radiotherapy.
Brain CSC have the aptitude to form neurospheres,
undergo self-renewal, and generate brain tumors.20
These cells proliferate and differentiate to reproduce
85 the original tumor phenotype.21 The study of stem
cells in gliomas benefits from the competence of these
tumors to grow as neurospheres in serum-free media
supplemented with EGF and basic FGF, permitting to
measure their clonogenic potential, proliferation, and
90 differentiation capacity and, thus, providing a model to
establish therapeutic strategies.22
In this work, we studied the behavior of 3 primary
neurosphere cell lines and their adherent counterparts
originated from human GBM resections, when treated
95 with the EGFR-specific tyrosine kinase inhibitor erloti-
nib associated or not with cyclopamine, a Hedgehog
pathway inhibitor. Erlotinib alone inhibited glial
progenitor proliferation in neurospheres but was
unable to inhibit neurosphere generation by stem-like
100 cancer cells or differentiated adherent cell proliferation.




105 GBM samples were obtained after informed and written
consent from patients admitted to the Neurosurgery
Department at Rennes University Hospital for surgical
resection in accordance with the local ethical committee.
All tumors were histologically diagnosed as grade IV as-
110 trocytoma according to the WHO criteria.2
For each of the 3 GBM samples used in this study, 2
types of primary cell lines were generated: one wasmain-
tained in serum containing medium as adherent cells
(rAdh cell lines), and the other was cultured as neuro-
115 spheres in an appropriate medium (rNS cell lines).
GBM primary cell lines were obtained from GBM
samples as described elsewhere.23 In brief, after mechan-
ic dissociation of tumor tissues, cells were grown in neu-
rosphere (NS) and adherent (Adh) conditions. For NS
120 cultures, cells were grown in Dulbecco’s Modification
of Eagle’s Medium/F12 (DMEM; 1/1, Invitrogen) sup-
plemented with B27 and N2 additives (Invitrogen), EGF
(20 ng/mL), and basic FGF (20 ng/mL) (Peprotech,
Tebu-Bio) at 378C in a humid atmosphere of 5% CO2.
125 For Adh cultures, primary cell lines were obtained as de-
scribed elsewhere.23,24 Cells were grown in DMEM sup-
plemented with 10% fetal calf serum (FCS; Lonza). All
GBM NS and Adh cell lines were used between the
10th and 20th passages for the experiments.
130Adh and NS cell lines have been characterized els-
where.23 Adherent rAdh85, rAdh125, and rAdh142
cells were 95% positive for GFAP. rNS85, rNS125,
and rNS142 expressed CD133,24 Nestin, and OCT- 4,
which are markers of neural stem and progenitor cells.
135The 6 cell lines expressed the EGFR, and rNS85 also ex-
pressed the vIII variant of the EGFR.24
Every 14 days, the NS-forming cell lines were washed,
dissociated with diluted trypsin; viable cells were
counted and seeded at 5 × 103 cells/mL in 24-well
140plates. When the effect of drugs on cell proliferation
had to be assayed, the rNS cell lines were seeded at the
same concentration. When the effect on sphere genera-
tion had to be determined, the cells were seeded at
103/mL to preserve clonal conditions of growth.25,26
145For the limiting dilution assay, a small volume of dis-
sociated NS cells was dispersed in 1 mL of neurosphere
medium to obtain 8, 6, 4, 2, or 1 cell/100 mL. For
each dilution, the wells of a 96-well plate were seeded
with 100 mL of the cell suspension. Half the wells (n ¼
15048) were treated with 10 mM erlotinib. After 7 days of
culture, the wells without any sphere were scored for
each condition. The percentage of empty wells was
plotted as a function of seeded cells.
U87-MG– and DBTRG-05MG–adherent cell lines
155were obtained from the ATCC and originated from pa-
tients with GBM. U87-MG cells were cultured in
DMEM supplemented with 10% FCS and nonessential
amino acids. DBTRG-05MG cells were maintained in
RPMI supplemented with 10% FCS. Both cell lines
160were replated twice a week at 5 × 104 cells per mL.
Drugs
Cyclopamine was purchased from Selleck Chemicals.
Erlotinib was kindly provided by Roche Genentech.
Cytogenetic Analysis
165Array-CGH Analysis.—Oligonucleotide array-CGH
was performed using the Agilent Human Genome
CGH microarray 105K (Agilent Technologies).
Experiments were performed according to the protocol
provided by the manufacturer (Agilent Oligonucleotide
170Array-Based CGH for Genomic DNA Analysis).
Images were analyzed using Agilent Genomic
Workbench Software. Data graphical overview and
analysis were obtained using the Agilent DNA analytics
software. As previously described, only imbalances in-
175volving ≥3 adjacent probes were retained.27
Identification of probes with a significant gain or loss
was based on the log2 ratio plot deviation from 0 with
cutoff values of 0.5–1 and 20.5 to 21, respectively.
FISH Analysis.—FISH assays for the locus 7p12
180were performed using the Vysis LSI EGFR
SpectrumOrange/CEP 7 SpectrumGreen Probe (Abbott
Molecular). Probes were hybridized to metaphase or
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interphase nuclei according to the manufacturer’s in-
structions. After hybridization, the slides were counter-
185 stained with 4,6-diamino-2-phenyl-indol (DAPI;
Qbiogene MP Biomedicals) and analyzed using an epi-
fluorescent microscope Olympus BX61 equipped with
a CCD camera. Images were captured using Isis software
(MetaSystems).
190 EGFR Expression
For NS cell staining, dissociated cells were washed in
PBS 2% FCS and incubated with saturating concentra-
tions of fluorescent-labeled anti-EGFR antibody (Santa
Cruz Biotechnology, Tebu-Bio) for 30 min at 48C.
195 Cells were then washed with PBS 2% FCS and analyzed
using flow cytometry with a FACSCanto II flow cytom-
eter (BD Biosciences). The population of interest was
gated according to its FSC/SSC criteria. Data were ana-
lyzed using the FlowJo software (Tree Star), and results
200 were expressed as a specific fluorescence intensity given
by the mean of the test/mean of the irrelevant control
ratio.
Determination of Adherent Cell Proliferation
Cells were seeded at 1000 cells/well in a 96-well plate
205 and cultured for 5 days with increasing concentrations
of erlotinib. Viable cells were evaluated on the basis of
their ATP content. The CellTiter-Glo luminescent viabil-
ity assay (Promega) was used according to the supplier’s
instructions. The bioluminescence was read using a
210 Wallac 1420 Victor luminometer.
Apoptosis Determination by Flow Cytometry
To evaluate cell death/apoptosis, the mitochondrial
membrane potential (Dcm) was studied. Neurospheres
were dissociated and incubated with 100 ng/mL
215 DiOC6(3) for 20 min at 378C and analyzed using
an XL Epics cytometer (Beckman-Coulter). The cell
population with a decreased DiOC6(3) incorporation
(dim fluorescence) was quantified as the apoptotic
population.
220 Immunofluorescence
Neurospheres obtained after 14 days of culture were dis-
sociated by trypsinization and fixed with formaldehyde.
After permeabilization with 2% Triton X100, cells were
stained for nestin and GFAP with use of monoclonal
225 mouse antinestin (clone 10C2 - Millipore) and polyclon-
al rabbit anti-GFAP (Dakocytomation) antibodies.
Antibodies were revealed using FITC-labeled anti-rabbit
IgG and Cy3-labeled anti-mouse IgG. In some ex-
periments, an anti–Oct-4 antibody (Biovision) was
230 also used as a marker of undifferentiated cells. Nuclei
were counterstained with DAPI before microscopic
observation.
Western Blot
After 7.5% SDS-PAGE electrophoresis, proteins were
235transferred onto a nitrocellulose membrane. The mem-
branes were then saturated with 5% (w/v) fat-free dry
milk in Tris-buffered saline containing 0.1% (v/v)
Tween 20 (Sigma). Membranes were then probed with
primary antibodies. Primary antibodies were mouse
240monoclonal anti–Phospho-EGFR (Tyr1068), anti-total
EGFR (Cell Signaling Technology) and anti-Tubulin
(Sigma). All were used at a 1:1000 dilution. After sec-
ondary antibody labeling, peroxidase activity was re-
vealed using the kit Western Lightning plus ECL
245(Perkin-Elmer), and band intensity was quantified
using a Kodak Imager.
Results
EGFR Gene Amplification and Protein Expression
in GBM Adh and NS Cells
250Two types of cell lines derived from 3 different GBMs
were used in this study. One type was cultured as
Adh cells in serum-containing medium, whereas the
other type was cultured in serum-free medium supple-
mented with EGF and basic FGF and generated neuro-
255spheres (NS). For each cell line, genomes of NS and
Adh cells were compared using array-CGH analysis.
Adh cell genomes were used as references. These assays
showed a strong genomic gain of the EGFR gene
(7p12) in both rNS85 (Fig. 1 Q2A) and rNS142 (Fig. 1B).
260FISH analysis demonstrated amplification clusters of
the EGFR gene in NS85 cells (Fig. 1A), whereas Adh
cells exhibited only an EGFR polysomy with 6–8
copies (Fig. 1A). No EGFR amplification was evidenced
by array-CGH in the rNS125 cells or rAdh125 cells, and
265FISH analysis showed an EGFR polysomy with 7–13
copies in both rNS125 (Fig. 1C) and rAdh125 (data
not shown) cells. These results were in accordance
with previously published results showing that spheroid
cultures maintained better EGFR amplification than did
270adherent cultures.28Using flow cytometry, we confirmed
that EGFR was expressed at the NS cell line surface after
blocking its internalization by EGF deprivation. Higher
expression levels were observed on the rNS85 and
rNS142 cell lines corresponding to EGFR amplification
275(Fig. 1D and E).
Effect of Erlotinib on GBM Adh and NS Cell
Proliferation
These results led us to test the effect of EGFR inhibition
on the proliferation of the different GBM cell lines.
280Erlotinib has been shown to inhibit the proliferation of
adherent cell lines,29 and we confirmed here this result
on the 3 adherent cell lines tested (Fig. 2). Erlotinib
50% inhibitory concentration (IC50) was .10 mM,
which is in agreement with previously described
285values,30 and this shows a low efficiency of this inhibitor
on adherent GBM cells. In the same conditions of
Eimer et al.: Erlotinib and cyclopamine in glioblastoma
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treatment, neurosphere-generating cells were more sensi-
tive to erlotinib than were their adherent counterparts
derived from the same GBM tumors (Fig. 2) showing
290 that the EGFR signaling pathway was necessary for
their growth. Of interest, the rNS125 cell line, which
did not show EGFR amplification and had a low
EGFR expression level, was more resistant (IC50 ¼
10 mM) than were the rNS85 and rNS142 cells (IC50
295 ,5 mM). This was confirmed by a lower inhibition by
2 mM erlotinib of EGFR phosphorylation on Tyr1068
residue after EGF ligation in rNS125 than in the other
2 cell lines (Fig. 2D). The EGF-induced phosphorylation
of EGFR was however drastically reduced in the 3 cell
300lines by erlotinib.
Effect of Erlotinib on Neurosphere Formation
in GBM NS Cells
Owing to the characteristic culture features of these last
cells, sphere generation and growth were then separately
305evaluated (Fig. 3) on the basis of a 14-day culture time.
Fig. 1. EGFR gene status in the GBM cell lines. DNAs were extracted from GBM Adh and NS cells and analyzed by array-CGH analysis, as
described in Material and Methods. Increased EGFR copy number was observed in the rNS85 and in the rNS142 cells, compared with their
adherent counterparts (A and B) but not in the rNS125 cell line (C). FISH analyses were performed using commercial probes hybridizing to
the EGFR locus (7p12). EGFR amplification clusters were observed in the rNS85 (A, arrows) and in the rNS142 cells (B), although the Adh and
rNS125 cells exhibited an EGFR polysomy (A, B, C). D. NS cells were cultured for 72 h without EGF and basic FGF and then stained with an
irrelevant antibody (empty histograms) or anti-EGFR antibody (gray histograms). EGFR expression was analyzed by flow cytometry. E, EGFR
expression level on each NS cell line is expressed as the mean of specific fluorescence intensities (mean of test/mean of the irrelevant control
ratio) measured by flow cytometry analysis of 4 different cultures without growth factors. Q5
Eimer et al.: Erlotinib and cyclopamine in glioblastoma
4 NEURO-ONCOLOGY
After treatment with erlotinib, a dose-dependent re-
duction of the neurosphere size was observed
(Fig. 3A). Indeed, although the number of neurospheres
was not modified (Fig. 3B), the total number of living
310 cells was greatly affected with an IC50 ,1 mM for
rNS 85 and 142 and 5 mM for rNS 125 (Fig. 3C). This
suggests that EGFR inhibition did not alter the
neurosphere-generating ability of GBM NS cells but
that the EGFR pathway was essential for the prolifera-
315 tion of glial progenitor cells. Here, a good correlation
was found between the effect of 10 mM erlotinib and
EGF deprivation in the culture medium (Fig. 3E). This
experiment confirms that erlotinib had no effect on
sphere generation, whereas EGF deprivation only slight-
320 ly decreased the sphere number (Fig. 3D). In addition,
erlotinib is a better cell proliferation inhibitor than
EGF deprivation in all the 3 cell lines (P, .05).
Moreover, although rNS125 cells (the one without
EGFR amplification) were insensitive to EGF depriva-
325tion (Fig. 3E), a 90% reduction in proliferation was ob-
tained with 10 mM erlotinib in 14 days (Fig. 3C and E).
These last results suggest that, at 10 mM, erlotinib inhib-
ited other essential pathways besides EGFR.
Effect of Erlotinib on Self-Renewal Capacity
330of GBM NS Cells
Because the neurosphere-forming ability has previously
been related to neural stem cell self-renewal, the effect
of erlotinib on this ability was investigated. After neuro-
sphere formation, the 3 cell lines were treated with
33510 mM erlotinib, a high concentration that reduced the
cell number by 80% in 3 days (Fig. 4A). Erlotinib
Fig. 1 Continued
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induced a significant apoptosis in the 3 cell lines (P,
.05, Fig. 4B). When these treated cells were dissociated
and replated, the rate of neurosphere generation for
340 104 viable cells was not decreased, compared with un-
treated control (Fig. 4C). After the second or third re-
plating this sphere-generation ability was also
conserved in erlotinib pretreated cells, showing that
the auto-renewal ability of the living stem-like cells
345 was not further altered. However, the high seeding con-
centrations used in these experiments may mask erloti-
nib toxicity to sphere-generating cells. Indeed, a
limiting dilution assay confirmed that erlotinib treat-
ment did not significantly modify the frequency of
350 sphere-initiating cells in the 3NS cell lines (Fig. 4D), sug-
gesting that erlotinib is as toxic for these cells as for
other cells but insufficiently to fully abolish their
cancer stem-like activity.
Effect of Erlotinib on Nestin- and GFAP-Expressing
355 Cell Populations in GBM NS Cells
Neurospheres are heterogeneous in nature, and only a
small percentage of cells in each sphere have the ability
to form neurospheres.31–33 In our models (Fig. 4D), on
the basis of the Poisson distribution, this frequency
360 can be evaluated to 1 of 4 cells. Nestin is expressed
in neural stem cells/progenitor cells, and GFAP is
progressively expressed during glial differentiation. We
investigated by immunofluorescence (Supplementary
material, Fig. S1) the distribution of the cells constituting
365the neurospheres and their adherent counterparts
between nestin/GFAP double negative, nestin positive/
GFAP negative, and nestin/GFAP double positive com-
partments after a 48-h treatment with 10 mM erlotinib
(Fig. 5). Experiments were performed in all GBM Adh
370and NS cell lines. Erlotinib decreased the relative
amount of nestin positive/GFAP negative cells in
GBM-rNS85, rNS125, and rNS142 cells by 34%,
12%, and 23%, respectively (P, .05), suggesting that
progenitor cells were preferentially affected by the
375EGFR inhibition (Fig. 5A). More differentiated cells
(GFAP positive) remained relatively insensitive. In ad-
herent cell lines, which predominantly expressed
GFAP, no differential effect of erlotinib was observed
in any population (Fig. 5B). These data are in agreement
380with the results observed in Fig. 2, in which erlotinib was
poorly efficient on differentiated adherent GBM cells.
Combined Effects of Erlotinib and Cyclopamine on the
Generation of GBM NS Cells
Inhibition of the hedgehog signaling pathway has been
385previously described to deplete stem-like cancer cells in
GBM.17 A high dose of cyclopamine (10 mM) signifi-
cantly inhibited the localization of Gli1 in the nucleus
(P ¼ .013), confirming the inhibition of the hedgehog
pathways in the 3 rNS-cell lines (Supplementary materi-
390al, Fig. S2). To enhance the effect of erlotinib on sphere
Fig. 2. Erlotinib inhibits GBM cell proliferation. The cell lines obtained from rAdh/NS85 (A), rAdh/NS125 (B), and rAdh/NS142 (C) were
seeded (103/well) in 96-well plates and incubated for 5 days with increasing concentrations of erlotinib. Viable cells were evaluated as
described in Material and Methods. Experiments were performed on adherent cell lines in the presence of serum (diamonds with
continuous line) and on nonadherent cells in the presence of neurosphere medium (squares with dotted line). Results show the number
of viable cells as a percentage of the untreated control as a function of the erlotinib concentration. The x axis is in a logarithmic scale.
Results are expressed as mean+ SD of 3 experiments. (D) rNS-85, -125, or -142 cells were incubated for 3 days without EGF (lanes 1,
4, and 7). Afterward, EGF was added alone (lanes 2, 5, and 8) or in the presence of 2 mM erlotinib (lanes 3, 6, and 9) for 30 min. The
samples were submitted to Western blot analysis and probed with an anti–phospho-EGFR (Tyr1068) and an anti-total EGFR antibody.
An anti-tubulin antibody was used to assess loading homogeneity.
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growth, we assessed the cyclopamine in combination
with erlotinib on neurosphere-forming cell lines. Both
drugs used at 10 mM significantly reduced the cell
number in culture by 68 and 16 for erlotinib and cyclop-
395 amine, respectively, whereas drug combination led to a
532-fold decrease (Fig. 6A). Although erlotinib and
cyclopamine alone had no significant effect on the
mean number of spheres, the combination of both
drugs decreased this number by 25 (P, .001)
400 (Fig. 6B). This drug combination effect on the number
of neurospheres was also assessed with increasing con-
centrations in a constant ratio (5 molecules of cyclop-
amine for 1 molecule of erlotinib) on the rNS85,
rNS125, and rNS142 cell lines using the Chou and
405Talalay method.34 The combination index was deter-
mined for each cell line with use of the Calcusyn soft-
ware (Biosoft) (Fig. 6C). A combination index ,1 is
considered as synergistic, combination index of 1 is ad-
ditive, and combination index .1 is antagonist. The
410table on Fig. 6C shows that combination index, 1
was observed at ED75 (P ¼ .03) and ED90 (P ¼ .003),
and an additive effect (combination index of 1) was ob-
served at ED50. Sequential addition of the drugs at
ED75 concentrations showed that early addition of erlo-
415tinib followed by cyclopamine 3 days later was as effi-
cient as both drugs used in association. Conversely,
Fig. 3. Effect of erlotinib on neurosphere-constituting cells. After trypsin dissociation, the 3 neurosphere-forming cell lines were suspended in
neurosphere medium, seeded (102/well) in 24-well plates, and cultured with increasing concentrations of erlotinib for 14 days.
Photomicrographs of neurospheres from rNS142 cells, after stimulation with erlotinib, are shown in (A). The number of neurospheres
was microscopically evaluated (B). The total number of viable cells was then evaluated using the CelltiterGlo kit (Promega) (C). Mean
values+ SD of 3 separate experiments expressed as a percentage of the control value for the 3 NS-forming cell lines were plotted on
the y axis (logarithmic scale). (D and E) After trypsin dissociation, rNS85 (gray bars), rNS125 (black bars), and rNS142 (white bars) cells
were suspended in neurosphere medium, seeded in triplicate (103/well) in 96-well plates, and cultured with either EGF and bFGF (Ctrl),
EGF, and bFGF in the presence of 10 mM erlotinib (ERLO) or bFGF alone (w/o EGF) for 14 days. The neurosphere number (D) and total
cell number (E) were then evaluated and expressed as a percentage of the control value. The P value was calculated using the Student’s
t-test.
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when cyclopamine was added before erlotinib, the effect
was greatly reduced (P, .001) (Supplementary materi-
al, Fig. S3), suggesting that the EGFR pathway was nec-
420 essary for the early events of sphere initiation and the
hedgehog pathway was not.
Discussion
In this work, we took advantage of neurosphere cultures
to investigate the efficiency of erlotinib on EGFR inhibi-
425 tion by affecting the different steps of glial differentia-
tion in glioblastoma cells. Experiments were conducted
on neurosphere-initiating cell lines obtained from 3
different patients. The corresponding adherent cell
lines, isolated from the same tumors, were also used as
430a model of more differentiated cells. EGFR pathway
activation was found to be necessary for progenitor
cell expansion but dispensable for differentiated cell pro-
liferation. In addition, it was also dispensable for cell
sphere–initiating activity and stem-like cancer cell
435auto-renewal. EGFR genomic amplification was associ-
ated with EGFR over expression and with a higher sen-
sitivity to EGF deprivation and erlotinib treatment.
These in vitro results confirmed that the EGFR expres-
sion status must be considered to select a targeted
440therapy. Some phase I and II clinical studies illustrate
these findings. Indeed, EGFR immunoexpression
Fig. 4. Effect of erlotinib on neurosphere-initiating cell auto-renewal. After trypsin dissociation, rNS85, rNS125, and rNS142 cells (105 cells/
well) were treated (Erlo) or not (Ctrl) with 10 mM erlotinib for 3 days. Viable cells were counted (A). The percentage of apoptotic cells was
evaluated by flow cytometry on the basis of mitochondrial membrane potential (B). Viable cells (104/well) were then plated (P1) for 14 days
in the absence of erlotinib, and the number of neurospheres was evaluated (C). Cells were further serially replated at 104 cells/well once (P2,
rNS85) or twice (P2, P3, rNS125). Results are expressed as a percentage of the untreated control value for each plating (P1, P2, P3). Results
are expressed as mean+ SD of 3 experiments. (D) Control (closed symbols, continuous line) and erlotinib-treated (open symbols, dashed
line) cells were plated in serial dilutions in 96-well plates. After 7 days of culture, the wells without sphere were scored for each dilution of
each cell line. The percentage of empty wells was plotted as a function of the cell number (mean+ SD of the 3 cell lines).
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evaluated in children who received a diagnosis of malig-
nant gliomas was correlated with the progression-free
survival but not with the overall survival, when treated
445 with erlotinib.35 Similarly, Haas-Hogan et al. have
shown that GBM with high EGFR level had a better re-
sponse to erlotinib.36,37 For Mellinghoff et al., the coex-
pression of mutant EGFRvIII and wild-type PTEN was
correlated with the response to tyrosine kinase inhibi-
450 tors.38Our results show that EGFR kinase inhibition de-
creased progenitor cell proliferation on the 3 cell lines,
but EGFR inhibitor anti-tumor activity was restricted
to a population of proliferating cells during tumor cell
differentiation. Erlotinib did not affect the generation
455 of neurospheres, but a dose-dependant reduction in
sphere size was observed. Furthermore, erlotinib effect
in each cell line was related to EGF dependence in the
culture medium, and erlotinib was more efficient than
was EGF deprivation. This last result suggests that erlo-
460 tinib may inhibit signaling events other than EGFR.
Furthermore, Erlotinib was toxic for the 3 NS cell
lines, inducing a significant apoptosis, but did not alter
the self-renewal capacity of sphere-generating cells.
Thus, EGFR inhibition is insufficient to abolish the
465 cancer stem-like activity, and we also found that
proliferation of differentiated adherent GBM cells was
poorly affected by erlotinib. By targeting proliferating
progenitor cells and, thus, tumor growth, erlotinib may
be of interest if associated with other drugs able to
470block the tumor-initiating cells.
Sonic Hedgehog (SHH) signaling events have been
implicated in tumor cell proliferation and survival and
participate in the molecular hallmarks of different
human tumor entities that include esophageal squamous
475cell carcinoma, basal cell carcinoma,39 medulloblasto-
ma,40 prostate cancer,41 colon cancer,42 brain
tumors,43 rhabdomyosarcoma,44 breast cancer,45 and
pancreatic cancer.46 Aberrant activation of SHH signal-
ing is thus implicated in many human cancers. Inhibition
Fig. 5. Erlotinib predominantly affects progenitor cells.
Neurospheres, obtained after 14 days of culture of the rNS125
cells, were treated or not with 10 mM erlotinib for 48 h and
analyzed by immunofluorescence microscopy with anti-nestin
(green fluorescence) and anti-GFAP (red fluorescence) antibodies
(Supplementary material, Fig. S1). With this method, the
percentage of nestin and GFAP negative (Neg), nestin positive/
GFAP negative and GFAP positive cells was evaluated in
neurosphere-forming (A), and adherent GBM cell lines (B) for
control (Ctrl) and erlotinib-treated cultures (Erlo 10 mM). Results
are expressed as mean+ SD of the 3 NS cell lines rNS125,
rNS142, and rNS85 in A and 4 adherent GBM cell lines
(U87-MG, DBTRG-05MG, rAdh85, and rAdh125) in B. *P, .05.
Fig. 6. Erlotinib cooperates with an inhibitor of the hedgehog
pathway to impede neurosphere generation and growth.
Neurosphere-forming cell lines rNS85, rNS125, and rNS142 were
cultured in 24-well plates for 14 days with erlotinib 10 mM,
cyclopamine 10 mM, or both in combination. The number of
neurospheres was then microscopically evaluated (B), the spheres
were dissociated, and the total number of viable cells was
numerated (A). The Figure shows the mean value of the 3 cells
+ SD on a log scale as a function of the treatment (*P, .05,
***P, .001 with the 2-sided paired t test.). rNS85, rNS125, and
rNS142 cells were cultured in 96-well plates for 14 days with
increasing concentrations of erlotinib, cyclopamine, or both in
combination in a constant ratio (1:5). The number of cells was
then evaluated by ATP measurement (C). Results were expressed
as a percentage of the control value. The table indicates the
mean combination index (CI)+ SD calculated for each cell line at
the effective dose inducing 50%, 75%, or 90% decrease in cell
number (ED50, ED75, and ED90) by the Chou and Talalay
method using the Calcusyn software.
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480 of SHH signaling has been attempted in multiple human
cancers.42,47 Multiple lines of evidence support the idea
that SHH is a prerequisite to increase the viability of
GBM cancer stem cells and that blocking active SHH
signaling with a therapeutic inhibitor molecule, such as
485 cyclopamine (targeting SHH receptor smoothened),
induced cell death.17 It has previously been shown for
GBM tumor cells, that hedgehog signaling sustains
tumor-initiating cell proliferation18 and that its inhibi-
tion using high cyclopamine dose depletes stem-like
490 cancer cells17 in GBM. Cyclopamine was also shown
to sensitize glioma CD133 stem cells to temozolomide.19
Moreover, SHH inhibition has recently been shown to
decrease the migration of CD133-positive GBM cells48
and, thus, may also restrict their invasive potential.
495 The attractive option in our neurosphere model, con-
taining GBM cells at different steps of differentiation,
was to associate the EGFR inhibitor with cyclopamine.
High concentration of cyclopamine (10 mM) was
found to be necessary to significantly inhibit both Gli1
500 nuclear localization and sphere initiation. Of note,
such high doses were described to induce off-target
effects independently of the hedgehog pathway.49,50
However, it was also found necessary by others17,46,51
to inhibit by 50% the activation of Gli1 in GBM cells.
505 Although each drug separately showed a low activity
on neurosphere-initiating cells, their combination abro-
gated sphere formation and enhanced erlotinib efficiency
on progenitor proliferation. Of particular interest, syn-
thetic smoothened antagonist cyclopamine and tyrosine
510 kinase inhibitor erlotinib indicate a synergistic effect,
and this combination of the 2 drugs had never been re-
ported to date.
Currently, erlotinib has already been tried to treat
GBM and had modest effects, such as all other therapies
515when they are used in monotherapy. In conclusion, we
showed that cyclopamine or analogs could be useful to
sensitize GBM progenitor and stem-like cells to EGFR
inhibition. This result might lead to therapeutic implica-
tions favoring the use of several drugs, each targeting a
520different population constitutive of the tumoral tissue
but also cooperating with others in a synergistic anti-
tumor action.
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Cette étude nous a permis d’observer que l’erlotinib avait un effet modéré sur la viabilité de la 
composante adhérente de chaque lignée. L’effet est plus intéressant sur les neurosphères (NS), 
et en relation avec l’amplification de l’EGFR et l’expression du récepteur. Nous avons ensuite 
pu mettre en évidence que l’erlotinib ne modifiait ni la formation, ni l’auto-renouvellement des 
NS, mais que la voie de l’EGFR était nécessaire à leur croissance.  L’inhibition de la voie 
Hedgehog par la cyclopamine entraine une diminution de la croissance des NS mais n’affecte 
pas leur génération. Cependant, l’association des deux inhibiteurs diminue de façon drastique la 
formation des NS.  
Les premiers résultats montrent qu’il existe une corrélation entre le taux d’expression de 
l’EGFR et l’efficacité de l’erlotinib. Des observations du même ordre ont également été 
retrouvées dans les cancers du poumon non à petite cellule. D’autres études cliniques ont aussi 
mis en évidence une relation entre le taux d’expression de l’EGFR et la réponse à l’erlotinib. 
L’ensemble de ces données indiquent que le niveau d’expression de l’EGFR devrait être pris en 
compte pour le choix d’une thérapie ciblée. 
Comme expliqué précédemment, les GBM sont des tumeurs très hétérogènes. L’utilisation 
d’un modèle de lignée cellulaire, qui selon les conditions de cultures, forme une lignée 
adhérente différenciée ou se développe en neurosphères contenant des cellules de type souche 
cancéreux, des progéniteurs et des cellules en voie de différenciation, est un atout considérable. 
Ce modèle nous a permis d’observer que l’effet de l’erlotinib variait en fonction de l’état de 
différenciation des cellules. Nous avions déjà démontré une efficacité modérée sur des lignées 
différenciées U87 et DBT, et obtenons ici des résultats similaires sur les lignées adhérentes. 
L’effet le plus important de l’erlotinib est retrouvé dans les cellules progénitrices. L’inhibition 
de l’EGFR n’est pas suffisante pour éliminer les cellules plus primitives, mais nous avons 
observé qu’il existait une coopération très synergique entre l’erlotinib et la cyclopamine pour 
inhiber la formation des NS  
Le modèle utilisé démontre l’hétérogénéité de la réponse des différentes populations cellulaires 
retrouvées dans les GBM. Cela peut en partie expliquer l’échec des thérapies actuellement 
testées. Il apparait clairement qu’au cours de leur différenciation, les cellules de GBM 
acquièrent des mécanismes de résistance différents de ceux de la cellule souche. Si la voie de 
l’EGFR semble indispensable à la prolifération des progéniteurs, elle n’est que partiellement 
responsable de la survie et des capacités d’auto-renouvellement de la cellule souche. Par 
conséquent, la compréhension des mécanismes de résistance des différentes populations 
cellulaires composant les GBM s’avère absolument nécessaire à la mise en place d’une stratégie 
thérapeutique efficace. Il s’agira très probablement d’utiliser une thérapie «multi-ciblée», pour 
234 
viser différentes populations présentant différents phénotypes de résistance et accroître ainsi 
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Les travaux menés pour tenter de mieux comprendre les mécanismes de tumorigénèse, de 
prolifération ou d’apoptose ont permis de mettre en évidence le rôle primordial des protéines à 
activité kinase[433]. Pour certains cancers, l’anomalie moléculaire à l’origine de la maladie a pu 
être identifiée, offrant une nouvelle perspective thérapeutique. L’exemple le plus probant reste 
celui de la leucémie myéloïde chronique et le développement d’inhibiteurs de l’activité kinase 
de BCR-ABL1[200]. En plus d’avoir révolutionné la prise en charge des patients, les résultats 
obtenus avec l’imatinib mesylate ont marqué la nouvelle ère de la thérapie ciblée [434] et ont 
fortement orienté les thématiques de recherche. Le succès des thérapies ciblées a fait naître le 
concept d’addiction oncogénique [193], selon lequel la survie et la prolifération d’une cellule 
tumorale serait sous la dépendance d’un seul oncogène, puisque l’inhibition de cet oncogène 
conduit à la mort cellulaire.  
Pour la majorité des pathologies cancéreuses, l’enjeu a donc consisté à identifier le talon 
d’Achille de la cellule pour l’atteindre par une thérapie ciblée. Cette démarche a permis 
d’obtenir de bons résultats dans les tumeurs solides, avec les inhibiteurs de l’EGFR dans les 
cancers du poumon non à petites cellules ou plus récemment, avec les inhibiteurs de BRAF 
dans les mélanomes [435]. Pour les leucémies autres que la LMC, cependant, les traitements 
ont peu évolué. Exception faite pour la leucémie aigue promyélocytaire (LAM de types 3 – 
classification FAB) caractérisée par l’expression du gène de fusion PML/RARα et pour laquelle 
un traitement par l’acide rétinoïque (ATRA) a permis d’augmenter de façon significative les 
taux de rémission complète [436]. Pour les autres types leucémiques, les traitements de 
références reposent toujours sur l’utilisation d’agents cytotoxiques classiques et le taux de 
survie sans progression restent relativement bas. Il en est de même pour les glioblastomes. 
Pour ces deux types tumoraux, l’identification de nouvelles thérapeutiques constitue un enjeu 
majeur.  
Si l’imatinib ou le nilotinib ont été utilisés pour leurs capacités à inhiber BCR-ABL1, il est très 
vite apparu, qu’aux doses utilisées chez les patients, ils étaient également capables d’inhiber 
d’autres kinases comme le PDGFR ou c-KIT. Lorsque l’on fait un parallèle entre les doses 
nécessaires pour inhiber BCR-ABL1 dans la LMC, et les doses plasmatiques retrouvées chez 
les patients, on observe que ces doses plasmatiques dépassent très largement l’IC50 de BCR-
ABL1, et qu’elles inhibent très certainement d’autres kinases. Il est probable que cette perte de 
spécificité serait retrouvée pour beaucoup de médicaments anti-cancéreux. Les premiers tests 
de criblage, réalisés in vitro, déterminent la dose efficace pour inhiber la cible. Les différentes 
phases des études cliniques permettent ensuite d’évaluer les doses maximum tolérées puis les 
doses efficaces contre la maladie, et non plus contre la cible seule. Bien sûr, l’efficacité de la 
237 
molécule en question passe par l’inhibition de la cible d’origine, mais aussi très certainement 
par l’inhibition d’autres protéines, et c’est peut-être sur cette notion que repose le succès des 
traitements.  
I. LA LMC : UN MODELE D’ETUDE 
Malgré une très grande efficacité des inhibiteurs de tyrosine kinase pour le traitement de la 
LMC, la recherche clinique, en étudiant la réponse des patients, a permis de mettre en évidence 
qu’il subsistait deux problèmes majeurs : l’acquisition de résistances aux ITK et la persistance 
des cellules souches leucémiques qui implique un traitement à vie des patients. Ainsi, dans cette 
pathologie, les enjeux actuels sont les suivants : 
§ Identifier les mécanismes de résistance aux ITK pour les contrer 
§ Diminuer les doses de molécules administrées pour limiter les coûts et les effets 
secondaires 
§ Atteindre la cellule souche quiescente 
Au cours de ce travail, en utilisant des associations de molécules, nous avons obtenus des 
résultats prometteurs qui pourraient répondre aux enjeux actuels pour améliorer la prise en 
charge des patients atteints de LMC.  
Si les premières molécules à action ciblée étaient dirigées contre des kinases dérégulées, leur 
spectre d’action a été étendu. Beaucoup de molécules sont aujourd’hui développées pour cibler 
directement les protéines impliquées dans l’apoptose. En effet, les nombreuses voies de 
signalisation activées par les kinases dérégulées favorisent la prolifération cellulaire,  et 
modifient les processus apoptotiques. Il y a environ quarante ans, Kerr et al. observaient que la 
formation d’une tumeur n’était pas seulement la conséquence d’une prolifération excessive, 
mais aussi d’un défaut de la mort cellulaire [110]. La résistance à l’apoptose fait partie des 6 
caractéristiques de la cellule cancéreuse, schématisées par Hanahan et Weinberg en 2000 [6].  
Depuis, la compréhension des mécanismes de mort cellulaire en général, et de l’apoptose en 
particulier a beaucoup évolué.  Les protéines de la famille BCL-2 jouent un rôle central dans la 
régulation de l’apoptose par la mitochondrie. De nombreuses études ont démontré qu’il 
existait, dans les cellules cancéreuses, des dérégulations de ces protéines favorables à l’initiation 
du cancer, à son développement ou à sa propagation, mais aussi à la résistance aux traitements 
cytotoxiques et les recherches  menées pour tenter de contrer ce type de résistance se sont 
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multipliées. L’utilisation des BH3 mimétiques a permis l’obtention de résultats encourageants. 
L’ABT-737 ou -263 sont des mimétiques du domaine BH3 de BAD, et permettent l’inhibition 
de BCL-2, BCL-xL et BCL-W, mais n’ont pas d’affinité pour MCL-1 (tout comme BAD). Au 
cours de ce travail, nous avons constaté que l’ABT-737 coopérait avec le BIM stabilisé par les 
ITK, pour neutaliser les protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2, y compris MCL-1. En 
effet, l’ABT-737 permet de modifier les interactions entre les protéines pro- et anti-
apoptotiques. Dans les cellules de LMC, il permet de libérer une partie de BIM qui peut ensuite 
interagir avec MCL-1. Plusieurs études ont rapporté qu’une surexpression de MCL-1 diminuait 
la sensibilité des cellules tumorales à l’ABT-737 [437, 438]. Différentes stratégies semblent être 
efficaces pour contrer cette résistance : diminuer l’expression de MCL-1 [439] ou augmenter 
l’expression de NOXA afin de permettre l’inhibition de MCL-1 [440]. L’utilisation d’ITK 
capables d’induire une diminution d’expression de BCL-xL et une stabilisation de BIM pourrait 
également constituer un moyen de lutter contre la résistance à l’ABT-737. Il aurait été 
intéressant de le confirmer sur des lignées surexprimant MCL-1. 
Actuellement, seulement 25% des résistances aux ITK sont expliquées par une mutation du 
domaine TK de BCR-ABL11.  Un modèle de résistance à l’imatinib a été développé au 
laboratoire. En plus d’une surexpression de la HSP70 [441], ces cellules montrent une 
surexpression de BCL-xL et une diminution de BIM, et leur résistance à l’imatinib est 
partiellement surmontée en présence d’ABT-737. Il serait intéressant d’étudier l’expression des 
protéines de la famille BCL-2 chez les patients dont la résistance aux ITK n’est pas induite par 
une mutation de BCR-ABL1. Cela permettrait d’évaluer l’intérêt de mettre en place une 
stratégie thérapeutique associant ITK et BH3 mimétiques. 
Nous avons également observé que l’inhibition de BCR-ABL1 permettait l’induction de 
l’apoptose, à condition que d’autres voies parallèles de survie soient  inhibées, et en 
l’occurrence celle activée par c-KIT. Cette observation n’est pas inquiétante pour la prise en 
charge des patients, puisqu’aux doses administrées, c-KIT est également inhibée. Mais elle 
explique en partie pourquoi le nilotinib est administré à des doses qui dépassent très largement 
celles ciblant BCR-ABL1, alors qu’il a été développé pour être plus spécifique et plus efficace 
que l’imatinib vis-à-vis de cette kinase oncogénique. Le SCF étant une cytokine très présente 
dans le microenvironnement médullaire, il semble difficile de réduire les doses de nilotinib 
administrées, à moins de contrer la voie de survie activée par le SCF : la voie mTOR.  Nous 
avons observé que l’inhibition simultanée de BCR-ABL1 et de mTORC1, par des doses faibles 
et spécifiques d’inhibiteurs, permettait de restaurer la réponse des cellules de LMC au nilotinib, 
en présence de SCF. L’éverolimus utilisé ici pour inhiber l’activité de mTORC1 est déjà utilisé 
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en clinique comme immunosuppresseur, avec pour avantage un profil de tolérance bien connu. 
Il existe de nombreux autres inhibiteurs du complexe mTORC1, peut-être plus efficaces que 
l’éverolimus, qu’il serait intéressant de tester. L’effet d’une inhibition simultanée des complexes 
mTORC1 et mTORC2, par des inhibiteurs actuellement en phase clinique (AZD8055 – phase 
1) pourrait également être étudié. Il serait aussi intéressant de valider nos résultats en utilisant 
des ARN interférents dirigés contre mTOR, afin de s’affranchir du possible manque de 
spécificité des inhibiteurs pharmacologiques. L’utilisation de modèles murins nous 
renseignerait également sur la validité de notre hypothèse, puisque les progéniteurs 
hématopoïétiques seraient directement en contact avec le SCF circulant ou du 
microenvironnement. Nous avons également observé que la kinase AKT n’était pas impliquée 
dans l’activation de mTOR, en réponse au SCF en présence de nilotinib. Pourtant, l’inhibition 
de la PI3K (située en amont d’AKT dans la voie canonique) permet de restaurer la sensibilité 
des cellules de LMC au nilotinib en présence de SCF. Afin de valider la non-implication d’AKT 
dans ce mécanisme, nous pourrions tester des inhibiteurs pharmacologiques, bloquer son 
expression par ARN interférence ou par des mutants dominants négatifs. Pour les même 
raisons, il serait intéressant d’étudier s’il existe un lien direct entre la PI3K et mTOR.  
Les cellules souches cancéreuses, également appelées cellules initiatrices de tumeurs possèdent 
les caractéristiques des cellules souches normales : capacité d’auto-renouvellement et de 
différenciation. En 1991, Dick et al. ont démontré que la leucémie myéloïde chronique était 
une maladie de la cellule souche [389]. En effet, une fraction minime de cellules indifférenciées 
est capable d’initier la maladie. Plus de 20 ans plus tard, l’élimination des cellules souches 
leucémiques (CSL) reste un défi thérapeutique. Les inhibiteurs de tyrosine kinases dirigés 
contre BCR-ABL1 sont très efficaces pour éliminer les cellules leucémiques progénitrices et 
différenciées, mais restent inactifs contre les cellules les plus immatures alors que ces cellules 
expriment BCR-ABL1, et que son activité kinase est bien inhibée par les ITK [366]. Ces 
données indiquent l’existence de mécanismes de survie, capables de maintenir les cellules 
souches leucémiques en dépit de l’inhibition de BCR-ABL1. Nous avons démontré que 
l’utilisation d’un BH3 mimétique permettait de sensibiliser la population souche à l’apoptose 
induite par les ITK, laissant penser que les protéines de la famille BCL-2 pourraient jouer un 
rôle dans leur résistance. Dans ce même modèle, l’inhibition de la PI3K permet également de 
sensibiliser les cellules souches aux ITK. La voie PI3K est impliquée dans la régulation des 
protéines de la famille BCL-2 et son activation induit une diminution de l’expression de BIM et 
de la localisation de BAD. Même si cela n’a pas été vérifié, il est possible  que le bénéfice 
apporté par l’inhibition de la PI3K soit la conséquence d’une augmentation de BIM et/ou de 
BAD. Un autre mécanisme pourrait expliquer l’effet observé suite à l’inhibition de la PI3K. La 
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pompe à efflux ABCG2 est un marqueur reconnu des cellules souches, y compris des cellules 
souches hématopoïétiques [442, 443], et favorise la sortie du nilotinib [444]. Il a été démontré 
que la voie PI3K favorisait l’expression d’ABCG2 [445]. Il est donc possible que la 
sensibilisation au nilotinib des CSL, induite par l’inhibition de la PI3K, soit induite par un 
blocage de la pompe ABCG2. Il serait intéressant d’étudier s’il existe une même coopération 
entre le nilotinib et un inhibiteur d’ABCG2. Afin de renforcer la valeur de nos résultats, nous 
testons actuellement différents inhibiteurs des PI3K, qui semblent plus efficaces que le 
LY294002, et qui permettent l’utilisation de doses plus compatibles avec un traitement. En 
plus d’avoir l’avantage d’être testés cliniquement, certains inhibiteurs sont spécifiquement 
dirigés contre les différentes isoformes de PI3K et nous permettront de mieux définir les 
mécanismes mis en jeu dans la réponse apoptotique des cellules souches leucémiques.  
II. THERAPIES CIBLEES ET LAM 
L’efficacité des traitements actuellement utilisés contre la leucémie aiguë myéloïde reste 
insatisfaisante, tout particulièrement en ce qui concerne les patients âgés de plus de 60 ans. Ils 
supportent plus difficilement les traitements d’induction, trop toxiques, qui doivent être 
adaptés et deviennent moins efficaces. Leur blastes leucémiques peuvent également être 
caractérisés par des anomalies cytogénétiques de mauvais pronostic ou par l’expression de 
mécanismes de résistance comme MDR1. Le développement de nouvelles stratégies 
thérapeutiques est donc nécessaire pour améliorer la prise en charge des patients atteints de 
LAM. 
L’hétérogénéité de cette maladie rend l’identification d’une cible thérapeutique difficile. 
L’apoptose intrinsèque fait partie des axes de recherche explorés. Il apparait en effet, que les 
protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2, comme BCL-2 ou BCL-xL, sont 
fréquemment surexprimées dans les cellules de LAM.   
Des études avaient déjà démontré que l’utilisation de BH3 mimétique permettait d’induire 
l’apoptose dans les cellules tumorales. En nous basant sur la coopération synergique observée 
entre l’ABT-737 et le BIM stabilisé par les ITK dans les cellules de LMC, nous avons cherché à 
savoir si une telle association pouvait aussi être bénéfique dans le contexte des LAM. Nous 
avons observé une coopération entre l’ABT-263 et un inhibiteur de MEK dont le degré varie 
selon les lignées utilisées, qui elles-mêmes différent par leur niveau d’expression des protéines 
de la famille BCL-2. D’autres groupes ont démontré qu’une étude des protéines de la famille 
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BCL-2 et qu’une meilleure compréhension des mécanismes d’apoptose, en amont de la 
mitochondrie, pouvait permettre de prédire l’efficacité des BH3 mimétiques [276]. MCL-1 
étant un facteur de résistance à l’ABT-737 ou -263, il semble en effet inutile de les utiliser si 
MCL-1 est surexprimé, à moins d’associer un traitement permettant une diminution de MCL-1 
ou une augmentation de BIM par exemple. Le récepteur FLT3 est le récepteur le plus 
fréquemment muté dans les LAM. Il a été démontré que la présence de la forme mutée FLT3-
ITD provoquait une augmentation d’expression de MCL-1 (ref). Il serait donc intéressant de 
tester l’efficacité de l’association MEKi/ABT-263 dans ces cellules. De la même façon, 
l’absence des effecteurs BAX et BAK rend ces BH3 mimétiques totalement inefficaces. 
L’ensemble de ces données indiquent que si l’utilisation de l’ABT semble prometteuse, elle 
pourrait s’avérer totalement inefficace dans certains cas. Devant l’hétérogénéité des cellules 
cancéreuses, il sera peut-être intéressant d’étudier l’expression des protéines de la famille BCL-
2 afin d’orienter un traitement Cependant, nos résultats indiquent que même si l’inhibition de 
la voie MEK/ERK provoque l’accumulation de BIM, celle-ci n’est pas indispensable et le 
blocage en phase G1 du cycle cellulaire semble en revanche  essentiel pour atteindre l’effet 
synergique entre l’inhibition de cette voie et l’inhibiteur de Bcl-2. Ici encore l’efficacité 
proapoptotique est donc obtenue à travers un acteur indépendant de la cible initialement visée. 
Nous avions choisi d’utiliser l’AS703026 comme inhibiteur des MEK1/2, car il était en étude 
clinique de phase 1 dans les LAM. Depuis, devant le manque d’efficacité en monothérapie et 
une trop grande toxicité, les essais ont été stoppés. Au laboratoire, nous avons confirmé que 
seul, le MEKi ne présente pas d’effet cytotoxique, alors qu’il augmente de façon synergique 
l’apoptose induite par l’ABT-263. Une étude clinique associant un BH3 mimétique à autre 
inhibiteur des MEK1/2, plus avancé dans les phases cliniques comme le PD035901 serait 
peut-être plus intéressante. Mais nous avons également observé une efficacité variable de 
l’association MEKi/ABT-263, en fonction de la lignée utilisée. La lignée U937 par exemple 
semble totalement résistante à cet inhibiteur. L’identification du mécanisme empêchant le 
blocage en phase G1 du cycle cellulaire, induit par le MEKi permettrait de valider l’intérêt ou 
non à tester cette association chez les patients.  
Les protéines de la famille BCL-2 sont également impliquées dans le maintien des cellules 
souches leucémiques de LAM. Nous avons observé que l’ABT-263 induisait par lui-même 
l’apoptose dans les progéniteurs CD34+/CD38+ mais aussi dans les cellules immatures 
CD34+/CD38-/CD123+, et qu’il agissait en synergie avec un inhibiteur de MEK qui permet 
l’accumulation de BIM et le blocage en phase G1 du cycle cellulaire. Les résultats obtenus avec 
l’association erlotinib/ABT-263, sur les cellules de LAM, montrent une coopération entre ces 
deux molécules pour augmenter l’apoptose. Cependant, les recherches menées pour 
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comprendre le mode d’action de l’erlotinib n’ont pas apporté de réponses. Nous nous sommes 
particulièrement intéressés aux protéines de la famille BCL-2 et aux kinases connues pour leur 
implication dans la survie et la prolifération. Plusieurs études ont démontré que l’effet de 
l’erlotinib pouvait impliquer la régulation de protéines du cycle cellulaire [446-448]. Dans ce 
même modèle de LAM, nous avons observé qu’un blocage en phase G1, induit par l’inhibiteur 
des MEK1/2, était nécessaire à la coopération avec l’ABT-263. Il parait donc intéressant 
d’étudier l’effet de l’erlotinib sur le cycle cellulaire et sur les protéines le régulant. Nous 
envisageons également de mettre en place une étude du kinome, dans le but d’identifier une ou 
plusieurs kinases dont l’état d’activation serait modifié par l’erlotinib.  
Enfin, nous aimerions collaborer avec des équipes ayant mis au point des modèles murins  de 
LAM afin de vérifier si les effets des différentes associations IK/ABT testées in vitro, sont 
retrouvés in vivo, et si les résultats obtenus sont supérieurs à ceux induits avec les traitements 
actuellement utilisés, une étape indispensable à la mise en place de protocole clinique. 
 
Dans la LAM, l’inhibition de plusieurs cibles augmente considérablement la réponse 
apoptotique, in vitro. L’intérêt des associations thérapeutiques, pour augmenter l’efficacité du 
traitement des LAM est d’ailleurs déjà démontré : les traitements de référence pour la LAM 
associent aracytine et daunorubicine, et pour la LAM3, l’utilisation de l’ATRA est associée à la 
chimiothérapie classique. Nous avons observé une coopération synergique entre un inhibiteur 
des MEK ou un inhibiteur de l’EGFR et l’ABT-263. Les associations de plusieurs molécules, 
utilisées à des doses où chacune reste spécifique de sa cible, permet de bénéficier d’un effet 
synergique, tout en limitant les effets sur les cellules non tumorales, un argument important 
étant donné les problèmes de toxicité des traitements actuels.   
III. ETUDE DES MECANISMES DE RESISTANCE DES CELLULES 
DE GLIOBLASTOME 
Les glioblastomes sont les tumeurs primitives du cerveau les plus agressives, avec une médiane 
de survie à environ 15 mois. Les traitements actuels, qui associent chirurgie, radiothérapie et 
chimiothérapie restent peu efficaces. L’identification des mécanismes de résistance et de 
nouvelles cibles thérapeutiques représente donc un enjeu majeur. 
L’utilisation des inhibiteurs de l’EGFR, qui ont également marqués l’ère de la thérapie ciblée, a 
permis d’obtenir des résultats in vitro très prometteurs dans certains cancers. Cependant, les 
essais cliniques en monothérapie, dans les cancers du poumon non à petites cellules, se sont 
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révélés décevants. Par contre, un réel bénéfice a été obtenu en associant l’erlotinib ou le 
géfitinib aux chimiothérapies classiques. Mais dans certains cas, alors que le rationnel pour 
l’utilisation d’un ITK semble assuré, les cellules ne répondent pas au stimulus pro-apoptotique. 
L’identification des mécanismes de résistance est alors nécessaire à la mise au point d’une 
stratégie permettant de les contourner. L’étude de la réponse à l’erlotinib, dans les lignées 
adhérentes de glioblastomes nous a permis de préciser des éléments de résistance liés à un 
déséquilibre de la balance entre les protéines pro- et anti-apoptotiques. A partir d’échantillons 
de tumeurs prélevées sur des patients, nous avons observé que, dans les gliomes de grade 4, la 
mise en place d’un processus apoptotique efficace pouvait être limitée, du fait de l’absence de 
pro-caspase 3, de l’expression limitée de BAX et de l’expression augmentée de l’αB crystalline. 
La détermination du profil d’expression des protéines pro- et anti-apoptotiques des patients 
pourrait là aussi être utile pour détecter à priori des mécanismes de résistance aux traitements 
et proposer une adaptation thérapeutique, servant de base à des essais cliniques. Nous avons 
également pu observer que la lignée U87 se protégeait en mettant en place un processus 
autophagique, dont l’inhibition par la chloroquine favorisait la mort cellulaire induite par 
l’erlotinib. Un processus similaire a été décrit pour la réponse des lignées BCR-ABL1 avec 
l’imatinib [449]. 
 
Les glioblastomes sont également des tumeurs très hétérogènes [450] et chaque population 
cellulaire semble avoir une réponse différente à l’erlotinib. Nous avons observé que les cellules 
partiellement différenciées (U87, DBT et lignées Adh85, Adh125 et Adh142) étaient très peu 
sensibles à l’inhibition de l’EGFR Le modèle de culture de neurosphères est un moyen 
pratique pour étudier au laboratoire les différents sous-types cellulaires au sein d’une même 
tumeur. La croissance des cellules progénitrices est fortement bloquée par l’erlotinib, alors qu’il 
n’influence ni la capacité à initier des neurosphère, ni la capacité d’auto-renouvellement des 
cellules souches. Nos résultats montrent que l’action anti-tumorale de l’erlotinib est possible 
seulement dans une fenêtre étroite au cours de la différenciation gliale des cellules tumorales. 
L’hétérogénéité des tumeurs gliales explique en partie l’efficacité limitée des thérapies ciblées 
utilisées en monothérapie. Nous montrons ici que des associations thérapeutiques peuvent 
permettre d’induire la mort dans des populations tumorales différentes. 
Dans les glioblastomes, les cellules souches cancéreuses (CSC) constituent également un 
obstacle à l’efficacité des traitements, du fait de leur grande résistance aux radio- et 
chimiothérapies, et de leur rôle dans la récidive et la formation de métastases [451]. Certaines 
voies de survie nécessaires au maintien des cellules souches normales (voies Wnt, Notch ou 
Hedgehog) sont aussi importantes pout les CSC [452-454]. Nous avons observé que 
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l’inhibition de la voie Hedgehog, par la cyclopamine, agissait en synergie avec l’erlotinib pour 
bloquer l’initiation des neurosphères et les capacités d’auto-renouvellement des cellules 
souches tumorales. Cette combinaison constitue une stratégie anti-tumorale potentielle, 
capable d’agir d’une part sur les cellules compétentes pour induire l’auto-renouvellement des 
neurosphères, et  d’autre part sur les cellules progénitrices responsables de la croissance de la 
sphère.  
 
Le modèle de culture en neurosphère permet de se rapprocher de l’organisation d’une tumeur, 
en présentant des populations hétérogènes. Cependant, il serait intéressant de tester nos 
associations de molécules in vivo. Cela permettrait de prendre en compte d’autres aspects, très 
important pour la réussite du traitement des GBM, comme le passage de la barrière encéphalo-
méningée ou l’effet sur l’angiogénèse. L’utilisation d’un modèle murin nous permettrait 
également d’étudier globalement, à l’échelle de la tumeur, l’effet de l’association de molécules 
que nous avons observé sur les trois populations analysées in vitro : les cellules souches, les 
cellules progénitrices et les cellules différenciées. 
 
IV. CONVERGENCE ENTRE NOS TROIS MODELES 
Le développement de thérapies ciblées a révolutionné le traitement de certains cancers. Le 
meilleur exemple reste aujourd’hui celui de la Leucémie Myéloïde Chronique. Cependant, 
plusieurs données questionnent sur le bien-fondé de la thérapie ciblée. Il est en effet 
parfaitement admis que si l’imatinib mésylate a été utilisé pour sa capacité à inhiber BCR-
ABL11, il est également capable d’inhiber d’autres kinases comme le PDGFR ou c-KIT. C’est 
également le cas du nilotinib aux doses utilisées in vivo. Or, nous avons démontré que 
l’activation d’une voie de survie par le récepteur c-KIT diminuait la sensibilité des cellules de 
LMC au nilotinib. Ces informations nous renseignent sur le mode d’action de l’imatinib et du 
nilotinib et soulève des questions quant à la réalité de l’addiction oncogénique, et ranime 
l’intérêt à inhiber des cibles multiples.  
Les résultats obtenus au court de ce travail nous ont montré qu’une meilleure compréhension 
des modifications induites par les inhibiteurs de tyrosine kinases, et des mécanismes de 
résistance mis en place par la cellule cancéreuse, pouvait permettre de dégager de nouvelles 
cibles thérapeutiques. Pour les trois modèles tumoraux étudiés nous avons observé que 
l’inhibition de plusieurs cibles apportait un bénéfice à plusieurs niveaux : 
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§ Elles permettent d’augmenter de façon synergique l’apoptose induite par les inhibiteurs 
de kinases. L’association de plusieurs molécules, utilisées à des doses où elles restent 
spécifiques d’une cible, permet de bénéficier d’un effet synergique,  tout en conservant 
la spécificité de chacun des agents thérapeutiques ce qui permet de limiter les effets sur 
les cellules non tumorales dépourvues de l’une de ces cibles.  
§ Etant donnée l’hétérogénéité des cellules tumorales, il apparait que l’inhibition 
simultanée de plusieurs cibles constitue une option thérapeutique d’avenir. 
L’hétérogénéité des cellules cancéreuses au sein d’une même tumeur est de plus en plus 
souvent décrite [455]. Nous l’avons également observée au cours de ces travaux. Dans 
le modèle de la LMC, l’inhibition du complexe mTORC1 permet de restaurer la 
sensibilité des lignées et des progéniteurs leucémiques au nilotinib, en présence de Stem 
Cell Factor. Par contre, nous avons observé que mTORC1 n’était pas impliqué dans la 
résistance des cellules souches leucémiques, alors que la PI3K semble jouer un rôle. 
Ces résultats révèlent que les voies nécessaires à la survie des cellules varient au court 
de la différenciation. Récemment, l’équipe de A. Turhan a rapporté que le taux 
d’ARNm de BCR-ABL1 était plus faible dans les cellules souches que dans les 
progéniteurs [456], appuyant encore cette notion d’hétérogénéité. Dans le modèle du 
glioblastome, nous avons observé des réponses à l’erlotinib qui différait selon le stade 
de différenciation. Si les cellules progénitrices sont sensibles à la perte d’activation de 
l’EGFR, l’induction de la mort dans les cellules différenciées ou  dans les cellules 
souches nécessite l’inhibition simultanée d’autres voies, comme celles de l’autophagie 
ou de la voie Hedgehog. 
 
§ La thérapie « multi-ciblée » permet aussi de contrer certains mécanismes de résistance. 
Dans les glioblastomes, l’inhibition de l’autophagie permet d’augmenter la mort 
cellulaire induite par l’erlotinib. Dans le modèle de la LMC, l’utilisation de BH3 
mimétique pourrait s’avérer utile pour contrer des mécanismes de résistance induits par 
des dérégulations des protéines de la famille BCL-2. 
 
§ Dans les trois pathologies étudiées, les associations de molécules permettent de 
sensibiliser la population de cellules souches tumorales à la mort cellulaire. Dans le 
modèle de la LMC, l’utilisation d’un BH3 mimétique ou d’un inhibiteur de PI3K 
permet de sensibiliser la population souche résistante à l’apoptose induite par les ITK. 
Dans le modèle de la LAM, les associations testées sont efficaces sur les blastes mais 
également sur le compartiment plus immature CD34+ CD38- CD123++. Dans le 
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modèle du glioblastome, l’inhibition simultanée de la voie Hedgehog et de l’EGFR 
permet de bloquer le renouvellement des cellules souches et d’induire leur mort. 
 
De façon  générale, l’ensemble de ces résultats démontrent qu’une inhibition simultanée de 
deux voies de survie parallèles permet d’augmenter la réponse apoptotique des cellules 
tumorales. Nous l’avons vérifié ici dans trois modèles tumoraux, mais il est très probable que 
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